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            2.3.4. phoN2 determina la resistencia de P. putida KT2440 a MetSox  99 
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Aλ      Absorbancia medida en λ nm 
aa      Aminoácidos 
ADN      Ácido desoxirribonucleico  
ADNc      ADN complementario 
ADP      Adenosina difosfato 
Apr      Resistencia a ampicilina 
ARN      Ácido ribonucleico 
ARNm      ARN mensajero 
As(III)      Arsenito   
As(V)      Arsenato 
ATP      Adenosina trifosfato 
BSA      Seroalbúmina bovina (Bovine seroalbumine) 
cit      Citrato 
Cmr      Resistencia a cloranfenicol 











































































The  composition  and  gene  distribution  in  bacterial  genomes  usually  reflect  the 
capacity  of  adaptation  to  different  ecological  niches.  It  is  usual  to  find  a  direct  link 
between a genome and the environment where it operates. But sometimes there are 
important  enigmas  difficult  to  explain,  including  the  presence/absence  of  certain 
genes, genetic redundancies and regulatory associations with no apparent link. In this 
work we  used  Pseudomonas  putida  KT2440  to  study  some  of  these  questions  in  a  
microorganism with some apparent genomic oddities in quest for a biological function.  
P. putida KT2440  is an ubiquitous saprophytic bacterium endowed with a remarkable 
adaptability  to  diverse  environments.  This  bacterium  which  has  been  studied 
extensively as an experimental model for the biodegradation of aromatic compounds, 
bears  two  separate ars operons  (encoding  tolerance  to arsenic)  in  the genome. The 
phenotypes  determined  by  the  duplicated  ars1  and  ars2  gene  clusters  of  P.  putida 
KT2440  (that  endow  the  cell  with  hyperresistance  to  arsenic)  were  exploited  to 
understand  the  selective  pressure  behind  the  paradoxical  and  apparently  stable 
coexistence of virtually  identical copies of the same gene set. We could demonstrate 









tolerance  to  the  herbicide  phosphinothricin  (PPT). On  this  basis,  the  capacity  of  P. 
putida KT2440 to endure exposure to metals/lloids has to be understood from a wider 






































El  arsénico  ha  sido  una  de  las  primeras  sustancias  químicas  reconocidas  como 
carcinógenas  (Rosen,  1971).  Sin  embargo,  nuestro  conocimiento  acerca  de  los 
mecanismos  responsables  de  sus  efectos  oncogénicos  sigue  siendo  incompleto  en 










distribuido  por  toda  la  corteza  de  la  Tierra.  Las  principales  fuentes  de  arsénico  son 
naturales  (asociadas  a  pizarras  negras,  zonas mineras, minerales,  zonas  volcánicas, 
aguas  termales...)  aunque  también  puede  originarse  como  resultado  de  actividades 
humanas  (minería,  tratamiento  de  residuos,  plaguicidas,  actividad  industrial; 
(Nordstrom, 2002). La mayoría de los usos del arsénico tanto en agricultura como en la 
industria  se han  suspendido a día de hoy aunque,  los  residuos de estas actuaciones 
han  dejado  una  herencia  de  sitios  altamente  deteriorados  (Leist  et  al.,  2000).  Este 
hecho además se acentúa debido a que el arsénico se asocia a menudo con  la pirita, 
uno  de  los minerales  existentes más  ubicuo,  concentrándose  en  los  depósitos  que 
contienen  sulfuros.  Por  otro  lado,  bajo  condiciones  anóxicas,  el  nitrato  también  es 
capaz  de  influir  en  el  ciclo  del  As  por  oxidación  del  hierro  ferroso,  produciendo  la 








Por  todo  ello,  la  gran  mayoría  de  los  organismos  vivos  no  sólo  han  desarrollado 
mecanismos de resistencia al arsénico, sino que además algunos de ellos son capaces 
de utilizarlo, o  incluso necesitarlo para  la vida. La Fig. 1 muestra un  resumen de  los 





















































del  arsénico  ambiental.  (1) El  arsénico entra  en  la  célula  a  través de  los  canales de 
fosfato (arsenato) o de agua‐glicerolporinas (arsenito). (2) Una vez en el interior de las 
células, el arsenato es  reducido a arsenito a  través de ArsC, para posteriormente  ser 
expulsado a  través de ArsB.  (3) El arsenito puede servir como donador de electrones 
oxidándose  a  arsenato.  (4)  El  arsenato  puede  utilizarse  como  aceptor  final  de 













Existen múltiples  trabajos  en  los  que  se  establece  claramente  una  relación  directa 
entre  la actividad microbiana y  la especiación de arsénico en el ambiente, por  lo que 





acumulación  de  arsénico  en  las  plantas  de  los  humedales  origina  la  formación  de 









Crenarchaeota  y  Euryarchaeota  simultáneamente  con  el  inicio  de  la  oxidación  del 
As(III),  indicó  que  estos microorganismos  eran  los  responsables  de  dicha  actividad. 
Estas  comunidades  microbianas  se  encontraban  dominadas  por  microorganismos 
filogenéticamente  relacionados  con Hydrogenobacter acidophilus y Desulphurella  sp. 
(Jackson  et  al.,  2001).  En  ambientes  diferentes,  utilizando  la  electroforesis  de  geles 
desnaturalizantes  en  gradiente  (DGGE),  junto  a  la  secuencia  del  16S ADNr,  se  pudo 
constatar  que  la  exposición  a  los  residuos  mineros  estimulaba  el  número  de 





anteriormente,  estas  comunidades  tienen  la  capacidad  de  reducir  rápidamente 
arsenato  (Macur  et  al.,  2001).  Las  bacterias  respiradoras  de  As(V)  son  capaces  de 
liberar  As(III)  de  sedimentos  (Hemond,  1995)  y  minerales  (Newman  et  al.,  1997a; 
Newman et al., 1997b), o de óxidos de aluminio o  ferrihidrita  (Appelo et al., 2002). 
Además, en un caso  interesante,  la cepa Alcalilimnicola ehrlichei MLHE‐1 se describe 
como  una  bacteria  capaz  de  reducir  arsenato  y  nitrato  acoplado  a  la  oxidación  de 
arsenito (Oremland et al., 2002). Otros estudios experimentales también han arrojado 
algo de luz sobre diferentes actividades microbianas en el arsénico ambiental. Un caso 
interesante  fue el análisis de mesocosmos  suelo‐agua‐sedimento en  los procesos de 
lixiviación y escorrentía de lugares contaminados con el metaloide.  En este caso, el 7.5 
%  del  arsénico  total  se mantuvo  en  el  agua  como As(V);  el  44 %  en  la  zona  de  los 
sedimentos  superficiales  también  como  arsenato  junto  con  restos  de  ácido  dimetil 
arsénico  (DMAA)  y  el  48  %  fue  a  la  zona  de  sedimentos  más  profundos 
correspondiéndose    principalmente  con  arsenito  (Ruokolainen  et  al.,  2000).  En  un 
estudio separado, se encontraron cinco aislados de bacterias ambientales capaces de 
transformar el arsenato en arsenito y metilarsinas volátiles. Las cepas pertenecían a los 
géneros  Proteus,  Escherichia,  Flavobacterium,  Corynebacterium  y  Pseudomonas 
(Shariatpanahi et al., 1981). Se puede por  tanto documentar  la amplia capacidad de 
actuación  sobre  el  arsénico  que  poseen  algunas  bacterias,  mostrando  diferentes 
procesos bioquímicos con distintos resultados.   
Por  otro  lado,  el  arsénico  también  puede  aparecer  naturalmente  en  sus  formas 
orgánicas  derivadas,  lo  que  implica  la  presencia  de  uniones  C‐As.  Algunos 
microorganismos son capaces de formar compuestos de As en sus formas mono‐, di‐, 
y/o  tri‐metiladas.  Un  ejemplo  de  ello  es  Rhodopseudomonas  palustris  (Qin  et  al., 
2006), una especie  capaz de  catalizar  la  formación de un número de  intermediarios 
metilados a partir de As(III), teniendo a la tri‐metilarsina (volátil) como producto final. 
Aunque  estas  especies  de  arsénico  son  más  genotóxicas  que  otras  (inorgánicas  y 
orgánicas),  se  convierten  rápidamente  en  sus  correspondientes  derivados  oxidados, 
que son menos nocivos (Tabla 11). Además, los compuestos organo‐arsénicos también 











A pesar de  su utilización por  algunos microorganismos  como  aceptor o donador de 
electrones,  el  As  no  juega  ningún  papel metabólico  o  nutricional  en  el  citoplasma 
bacteriano. De este modo, las células no requieren arsenato o arsenito intracelular (los 
dos estados de oxidación del arsénico más frecuentes en la naturaleza), y por lo tanto 
no  han  desarrollado  ningún  sistema  dedicado  exclusivamente  para  el  acceso  del 
mismo.  En  cambio,  el  arsénico  entra  en  las  células  a  través  de  diferentes 
transportadores  debido  a  la  analogía  de  sus  especies  químicas  con  otras moléculas 
(Rosen  y  Liu,  2008).  En  concreto,  el  arsenato  es  un  oxianión  químicamente  muy 
parecido  al fosfato (ampliamente distribuido y esencial para la vida). Por lo tanto, no 
es  ninguna  sorpresa  que  los  sistemas  Pit  (transportador  de  fosfato)  y  PST 
(transportador específico de fosfato) descritos en E. coli (Harold y Baarda, 1966; Moran 
et al., 1977; Rosen, 2002),    también  resulten  ser  los principales  sistemas de entrada 
para el arsenato en esta bacteria (Willsky y Malamy, 1980), con una fuerte preferencia 
por  el  sistema  Pit.  Por  otra  parte,  el  arsenito  a  pH  fisiológico  está  mucho  más 
representado como una molécula  sin carga As(OH)3, que como  su  forma oxianiónica 
(Ramirez‐Solis et al., 2004). En este  caso, el As(III) es  transportado al  interior de  las 
células a través de una rama de la superfamilia de transportadores aquaporinas (agua‐
glicerolporinas)  como GlpF  en  E.  coli  (Meng  et  al.,  2004)].  También  se  han  descrito 
homólogos de dicha proteína GlpF en otros organismos tales como Leishmania major 
(Gourbal et al., 2004) o Pseudomonas putida (Paez‐Espino et al., 2009) siendo probable 
que sea  la vía de transporte para el arsenito en  la mayoría de  las bacterias. Además, 
algunos mecanismos de entrada de azúcares son capaces del transporte de arsenito en 
levaduras  (permeasas  de  hexosa;  Liu  et  al.,  2004)  y  en  células  de  mamíferos 








Algunas  bacterias  ambientales  son  capaces  de  utilizar  el  arsenito  como  donador  de 
electrones en sus reacciones metabólicas. Por lo tanto, la oxidación biológica del As(III) 
constituye  un mecanismo  de  detoxificación muy  importante  para  gran  cantidad  de 









como  en  Cenibacterium  arsenoxidans  strain  ULPAs1  (Muller  et  al.,  2003),  aunque 
además  pueden  encontrarse  otros  genes  como  en  aoxRSABC  de  Agrobacterium 






El  hecho  de  haber  podido  aislar  bacterias  que  respiran  arsenato  pertenecientes  a 
grupos  filogenéticos  muy  diferentes  (Gram‐positivos,  β‐,  γ‐  y  ε‐Proteobacterias  y 
Chrysiogenes  arsenatis)  sugiere  su  amplia  distribución  por  todo  el  dominio  Bacteria 







que  incluye  en  su  configuración  a  los  genes  arrA  y  arrB.  Se  han  purificado  y 
caracterizado  las  arsenato  reductasas  de  respiración  (Arr)  de  C.  arsenatis  y  Bacillus 
selenitireducens  (Krafft y Macy, 1998; Afkar et al., 2003) estando constituidas por un 
heterodímero  citoplasmático  formado  por  2  subunidades  (ArrA,  87  kDa  y  ArrB,  29 
kDa). La subunidad mayor es una molibdopterina con un núcleo de hierro‐azufre [4Fe‐
4S]  y  la  pequeña  contiene  [Fe‐S]  en  el  centro  de  la  proteína,  pareciendo  ser  una 
proteína relacionada con DmsB (DMSO reductasa) y la nitrito reductasa NrfC  (Krafft y 
Macy,  1998).  El  enzima  es muy  específico  de  sustrato  y  no  utiliza  nitrato,  sulfato, 
selenato o fumarato en la reacción. Por último, varios análisis genómicos han revelado 







esta  reacción,  aunque,  si  bien  es  un  proceso  bien  documentado  en  hongos  y 
eucariotas,  es  bastante  desconocido  aún  en  bacterias.  Así,  las  rutas  de metilación 
propuestas para procariotas son las mismas que aquellas que fueron descritas para el 
hongo  Scopulariopsis  brevicaulis  (Challenger,  1951).  Estos mecanismos  implican  un 
conjunto de etapas en  las cuales, a  la reducción de  las formas pentavalentes de As  le 
sigue  la adición oxidativa de un grupo metilo  (Dombrowski et al., 2005). Esto genera 
una cadena de productos metilados de especies químicas de arsénico: metil arsenito 














Stolz,  2003).  Así,  los  genes  ars  se  encuentran  muy  extendidos  en  la  naturaleza  y 
aparecen  constantemente  co‐transcritos  en  una  gran  variedad  de  configuraciones 
genéticas, dependiendo de cada cepa específica (Fig. 2). El núcleo de genes del sistema 
incluye  un  represor  transcripcional  (ArsR),  una  bomba  de  expulsión  de  arsenito 
citoplasmático (ArsB) y una arsenato reductasa (ArsC) encargada de convertir arsenato 
en  arsenito  para  su  posterior  expulsión  (Xu  et  al.,  1998).  
Se  han  encontrado  genes  ars  en  un  gran  número  de  bacterias  Gram‐negativas 
pertenecientes  a    α    y    γ‐Proteobacterias  así  como  en    Firmicutes  Gram‐positivos, 
siendo su localización muy variada, tanto en regiones cromosómicas como codificados 





R773  y  el  R46;  (Silver,  1998)  así  como  en  el    pKW301  de  Acidophulus  multivurum 
AIU301  (Suzuki et al., 1997; Suzuki et al., 1998). Estos operones ampliados consisten 
en la agrupación de los genes arsRDABC. ArsA es una ATPasa que proporciona energía 




pares  de  cisteínas  relevantes  en  cada monómero. Otras  cepas  presentan  diferentes 










En  este  transposón,  la  transcripción  del  gen  arsH  era  divergente  a  la    de  los  genes 
arsBC. Por tanto, a día de hoy aún no se ha establecido una relación directa entre los 
genes  arsH  y  la  resistencia  al  arsénico,  aunque  la    reciente  cristalización  de  las 
proteínas ArsH de Shigella flexneri y Sinorhizobium meliloti puede ayudar a resolver el 
enigma  (Vorontsov  et  al.,  2007;  Ye  et al.,  2007). Ambas proteínas han mostrado  su 
capacidad  de  reducir  NADPH  (dependiente  de  FMN)  y  catalizar  la  reducción  de 
colorantes azoicos. En el caso de  los operones de Pseudomonas, se muestran en una 





ars  pero  no  hay  pruebas  de  su  presencia  en  Gram‐positivos.  La  transcripción  del 
operón ars en E. coli se activa por arsenito (Cai et al., 1998).   
En procariotas se pueden encontrar   dos  familias diferentes de bombas de expulsión 
de  As(III),  la  proteína  propiamente  llamada  ArsB  y  también  el  gen  de  la  familia  de 
transportadores  de  arsenito  ACR3.  Respecto  a  su  distribución,  existe  una  clara 
prevalencia de los genes arsB en Firmicutes y   γ‐Proteobacteria, mientras que ACR3 se 
encuentra  mayoritarimente  representado  en  Actinobacteria  y  α‐Proteobacteria 
(Achour et al., 2007) como se observa en la Fig. 2. Algo similar ocurre con las proteínas 
citoplasmáticas  arsenato  reductasas,  para  las  que  también  existen  dos  familias 
diferentes en sus estructuras y mecanismos de reducción, basados en  la ubicación de 
sus  residuos  de  cisteína  catalíticos.  Por  un  lado,  están  las  arsenato  reductasas 
acopladas  a  tiorredoxina. En este  grupo  se  incluyen  las proteínas ArsC del plásmido 
pI258  de  Staphylococcus  aureus  y  Bacillus  subtilis,  entre  otros.  El  segundo  tipo  de 








diferentes  grupos  nucleófilos  tiolados  que  funcionan  como  una  cascada  redox 
(Messens y Silver, 2006). 
En  la  actualidad  están  siendo  descritos  otros  genes  novedosos  en  diferentes 
organismos como integrantes del operón ars. Tales son los casos de arsO, arsT y arsN. 
Tanto  arsO  como  arsT  se  han  encontrado  presentes  en  el  plásmido  pHZ227  de 
Streptomyces  sp.  FR‐008.  Ambos  genes  codifican  una  monooxigenasa  putativa  de 
unión a  flavina y una  tiorredoxina  reductasa putativa,  respectivamente  (Wang et al., 
2006).  Esto  puede  determinar  la  implicación  de  arsT  en  la  resistencia  a  arsenato, 




et  al.,  2009).  Se  observó  una  clara  implicación  de  arsN  en  la  resistencia  a  arsenato 
cuando se sobreexpresaba de manera heteróloga en E. coli. Sin embargo, y a pesar de 
la  distribución  en  diferentes  organismos  de  estos  genes  con  funciones  novedosas, 
todos están  limitados  a  la presencia del núcleo  central del operón  (arsRBC) para  su 
funcionamiento (ver ejemplos de presencia de estos genes en ANEXO I). 
1.7.1.  Mecanismos de resistencia a arsénico en P. putida KT2440.  P. putida KT2440, 
una  bacteria  ubicua  del  suelo,  no  patógena  y  de  fácil  manejo  en  el  laboratorio, 
presenta  dos  copias  del  operón  ars  (compuestas  por  arsRBCH)  localizadas  en 
diferentes  emplazamientos  cromosómicos  como  único  mecanismo  aparente  de 
resistencia a arsénico  in silico (Canovas et al., 2003). En el único trabajo existente en 
esta cepa no pudo determinarse  la procedencia y funcionalidad de ambos segmentos 



















La  redundancia  genética  se  considera  un  fenómeno  que  otorga  un  cierto  grado  de 
robustez  a  los  organismos  ya  que,  de  este  modo  puede  mantenerse  estable  un 
fenotipo  ante mutaciones  o  bien  alteraciones  ambientales  (Ihmels  et  al.,  2007).  En 
procariotas, la mayor contribución al origen de los genes de una especie proviene de la 
evolución  de  secuencias  parálogas,  por  duplicación  y  posterior  divergencia  de  las 
mismas  (Gogarten  y  Olendzenski,  1999)  llegando  incluso  ciertas  familias  de  genes 
redundantes  a  representar hasta  el  50 % de  un  genoma bacteriano  (Pushker  et al., 
2004).  En  términos  funcionales,  la  existencia  de  redundancia  genómica  se  podría 
explicar en base a  tres procesos selectivos:  (i) La necesidad de una elevada dosis de 




La  duplicación  genética  se  suele  producir  en  una  especie  en  una  primera  instancia 
cuando existe una presión selectiva que requiere el incremento de la dosis proteica. En 
esos  casos,  por  ejemplo  cuando  se  trata  de  ciertos  factores  de  elongación  (Filer  y 




comprendido  entre  30‐45  %  (Mira  et  al.,  2006).  Éste  es  el  caso  de  muchos 
transportadores  de  membrana,  donde  los  diferentes  genes  parálogos  se  han 
especializado en el transporte  de diferentes péptidos, azúcares o minerales (Sanchez‐
Perez et al., 2008). Por último existe un tercer evento evolutivo donde existe un grado 
de  divergencia  intermedio  que  comprende  a  los  llamados  genes  ecoparálogos  los 
cuales,  realizan  la  misma  función  celular  bajo  diferentes  condiciones  ambientales 
(Sanchez‐Perez et al., 2008). Existen claros ejemplos de bacterias que contienen genes 
potencialmente  ecoparálogos  a  través  de  estudios  in  silico  en  Salinibacter  ruber, 





otros  organismos  con  genes  supuestamente  ecoparálogos  como  son  los  casos  de  2 
versiones  de  la  chaperona  Hsp60  en  Haloferax  volcanii,  que  trabajan  de  manera 
eficiente a diferentes condiciones de salinidad (Kapatai et al., 2006), o las tres oxidasas 
de  cobre  de  Myxococcus  xanthus,  que  muestran  diferente  actividad  a  diferentes 
concentraciones del metal (Sanchez‐Sutil et al., 2007). 
2.1.  Ecoparalogía 
La    ecoparalogía  es  un  fenómeno  que  involucra  a  aquellos  genes  capaces  de 




conjunto  de  análisis  (Sanchez‐Perez  et  al.,  2008).  Entre  ellos  (i)  se  debe  detectar  la 
misma  función de  la/s proteína/s experimentalmente, o bien,  la secuencia de  interés 
debe mostrar identidad sólo con proteínas con función idéntica, cuando se enfrenta a 
las  bases  de  datos,  (ii)  los  ecoparálogos  provisionales  deberán  tener  estructuras 
secundaria y terciaria equivalentes, (iii) se deben mostrar diferencias en la adaptación 
o resistencia ante algún parámetro ecológico determinado. Algunos ejemplos podrían 
ser  las variaciones en  la densidad de residuos ácidos en  las secuencias de procariotas 
halófilos  ó  variación  del  grado  de  resistencia  a  la  temperatura  en  organismos 
termófilos.  Hay  otras  consideraciones  adicionales.  Al  realizar  la  misma  función,  la 
similitud de secuencia entre  los genes ecoparálogos suele ser muy alta (comprendida 
entre  45‐95 %),  en  comparación  con  los  genes  parálogos  que  presentan  funciones 
divergentes (entre 30‐45 %). Además, se observa  actividad o expresión diferencial de 
los genes ecoparálogos bajo el parámetro ecológico considerado. De este modo, si los 
genes  ecoparálogos  se  encuentran  altamente  regulados,  normalmente  existirán 
diferencias  en  la  transcripción  o  traducción.  Si  no,  simplemente  trabajarían  con 
diferente eficiencia en las distintas condiciones a las que se someta su exposición. 
2.1.1.  Origen  evolutivo  de  la  ecoparalogía.  Aunque  el mecanismo más  sencillo  de 
entender  para  la  ecoparalogía  sería  la  duplicación  de  un  gen  ancestral  y  su 




transferencia  horizontal  de  genes  de  la misma  familia  o  pseudoparálogos  (Koonin, 
2005) juegan un papel crucial (Lercher y Pal, 2008). De este modo, en el único trabajo 
donde  se  estudia  in  silico  este  aspecto  (Sanchez‐Perez  et  al.,  2008),  se  pudo 
determinar  que  los  genes  ecoparálogos  provenientes  de  supuestos  eventos  de 
transferencia horizontal suponían más de un 60 %   en  los organismos estudiados  (S. 
ruber, H. marismortui y Chlorobium tepidum).  
2.2.  Transferencia horizontal de genes 
La  transferencia  genética  horizontal  está  considerada  como  el  evento  de  mayor 
contribución a  las  innovaciones evolutivas en  los  linajes bacterianos  (Ochman et al., 
2000; Koonin et al., 2001; Gogarten et al., 2002; Jain et al., 2002; Daubin et al., 2003; 
Koonin, 2003a, b; Nakamura et al., 2004; Lerat y Ochman, 2005; Lercher y Pal, 2008). El 
proceso  comprende  3  etapas  consecutivas:  (i)  la  transferencia  física  del  ADN  al 
repertorio  genético de  la  célula huésped,  (ii)  la propagación de  la nueva  variante  a 
través  de  la  población  bacteriana;  esta  etapa  de  fijación  se  debe  a  las  ventajas 
selectivas  que  proporciona  el  ADN  transferido  y  por  tanto  se  asocia  con  una 
integración funcional del nuevo gen dentro del ambiente celular, y (iii) el ajuste de las 






























2002).  De  entre  las  105  islas  con  contenidos  atípicos  en  G+C  y/o  distribución  de 
oligonucleótidos,  se caracterizaron 29 islas genéticas con claros rasgos identificadores 
de elementos móviles  como  fagos,  transposones,  secuencias de  inserción e  intrones 
del  grupo  II,  característicos  de  la  transferencia  horizontal  de  genes  (Weinel  et  al., 
2002).  La  mayor  parte  de  los  genes  codificados  en  estas  regiones  se  encuentran 
relacionados  con  la  entrada  y  degradación  de  compuestos  químicos  orgánicos, 




La  fosfinotricina  [PPT;  ácido  L‐homoalanina‐4‐il(metil)  fosfínico]  es  un  compuesto 
natural producido por varias especies de Streptomyces. Fue aislado en un principio a 
partir de S. viridochromogenes y caracterizado como antibiótico (Bayer et al., 1972). La 
L‐PPT,  por  sí  misma,  se  considera  un  potente  inhibidor  de  la  enzima  glutamina 
sintetasa [GS; (Calanduoni, 1986; Gill y Eisenberg, 2001)] debido a su alta analogía con 
el  glutamato  (uno de  los 20  aminoácidos que  forman parte de  las proteínas,  crítico 
para  la  función  celular)  por  lo  que  a  día  de  hoy  tanto  ella  como  su  sal  de  amonio 
(glufosinato)  constituyen  el  ingrediente  activo  de  varios  herbicidas  comerciales 
(Basta®, Rely®, Finale®, Challenge® y Liberty®; Schwartz et al., 2004). Cuando se inhibe 
la actividad de  la GS, disminuyen  los valores de glutamina y se  impide el crecimiento 
celular, llevando a la célula a la muerte (Ramos et al., 1991).  La reacción que cataliza la 










donde  n1  y  n2  pueden  ser  tanto  iones  de magnesio  como  de manganeso. Una  vez 
conocida  la  estructura  cristalina de  la PPT  en  el  sitio  activo de  la GS de  Salmonella 
typhimurium  (Gill  y  Eisenberg,  2001),  se  pudo  determinar  que  la  inhibición  no  es 
covalente, ocupando la PPT el bolsillo del glutamato y estabilizando el residuo Glu327 
en una posición que bloquea la entrada del mismo a su centro activo. 
3.1.1.  Efectos  de  la  PPT  sobre  diferentes  grupos  de  microorganismos  del  suelo. 
Existen muy pocos trabajos sobre la resistencia de los microorganismos del suelo a los 
diferentes compuestos derivados de L‐PPT (Bartsch y Tebbe, 1989; Ramos et al., 1991; 
Ahmad,  1995;  Ismail,  1995)  con  resultados,  en  algunos  casos,  contradictorios. 
Recientemente se ha publicado un artículo donde se  indican  los efectos perjudiciales 
del  glufosinato  sobre  los  microbios  del  suelo  y  fundamentalmente  sobre  sus 
actividades  (Pampulha et al., 2007). En él  se detalla cómo  la presencia del herbicida 
induce  cambios  significativos  en  la  estructura  de  las  comunidades  con  efectos 
duraderos.  Se  estudiaron  las  poblaciones microbianas mayoritarias  del  suelo  como 
bacterias  heterotróficas  aerobias,  hongos  y  actinomicetos,  observando  cómo  la 
presencia de glufosinato reduce las poblaciones entre un 30‐60 % tras 40 días desde su 
adición.  Además,  la  actividad  deshidrogenasa  se  vio  reducida  entre  un  67‐90  % 
(respecto  del  control  sin  glufosinato)  tras  20  días  de  la  aplicación  del  herbicida, 
indicando así un efecto inhibitorio severo en la actividad del enzima (Pampulha et al., 
2007). 
3.1.2.   Etapas en la degradación de la PPT.   Existen 2 metabolitos principales de  la L‐
PPT,  derivados  de  3  reacciones  enzimáticas  diferentes  (Bartsch  y  Tebbe,  1989) 
descritos  en  la  Fig.  4.  Encontramos  (i)  N‐acetil‐PPT  a  partir  de  una  reacción 





la  PPT.    En  la  Tabla  1    se  pueden  observar  la  distribución  de  enzimas  capaces  de  
transformar PPT de algunas especies bacterianas. 
 Tabla  1.  Actividades  enzimáticas  que  actúan  sobre la  PPT  en  diferentes 
organismos. Tabla adaptada de (Bartsch y Tebbe, 1989). 





Rhodococcus sp. + + +
Resistente a PPT (no usa 
a PPT como fuente de N)
Alcaligenes faecalis ‐ + +
Alcaligenesdenitrificans ‐ + +
Serratia plymuthica ‐ + +
Pseudomonas sp. ‐ + +







Sensible a PPT Escherichia coli ‐ ‐ +
Actividad sobre la PPT
 
PPT‐N acetiltransferasas. Descripción  y   anotación errónea.   El enzima PPT‐N‐acetil 
transferasa  (conocido  como  PAT),  constituye  uno  de  los  mecanismos  de 
transformación  de  la  PPT más  extendidos  entre  bacterias.  El  primer  organismo  de 
donde se aisló fue de S. viridochromogenes y se comprobó su eficiencia en base a su 
capacidad  para  conferir  resistencia  a  PPT  en  Streptomyces  lividans  (Strauch  et  al., 
1988). A partir de ese punto, PAT ha sido aprovechada ampliamente para transformar 
un extenso  rango de plantas y poder utilizar de manera eficiente  los herbicidas que 














también  inhiben  la actividad de  la GS como se ve en  la Fig. 5 (Davies et al., 2007). Lo 








La  L‐Metionina  sulfoximina  (MetSox),  como  la  L‐PPT,  es  un  análogo  del  glutamato 
(Thompson et al., 1987) con neurotoxicidad en animales debido a la inhibición de la GS 
en el cerebro (Rowe y Meister, 1970; Griffith y Meister, 1978). Su toxicidad afecta a un 
amplio  y  diverso  rango  de  especies  desde  procariotas  hasta  eucariotas  (Marek  y 
Dickson, 1987; Poitry et al., 2000; Gill y Eisenberg, 2001) y su interacción con el centro 
activo  de  la GS  es  idéntico  al  que posee  la  PPT  (Gill  y  Eisenberg,  2001; Maughan  y 
Cobbett,  2003),  estabilizando  el  aminoácido  Glu327  y  el  bucle  que  se  forma  en  el 


















Fig.  5.  Inhibidores  de  la  GS.  Se  muestran  análogos  del  glutamato  con  alta 






Tal  y  como  se  desarrollará  en  las  Secciones  siguientes  de  esta memoria,  el  trabajo 
realizado presenta  la  interconexión de  los puntos principales de  la  introducción en el 
organismo modelo P. putida KT2440. El motivo de la redundancia genética en relación 
a  los  operones  ars  de  resistencia  a  arsénico  así  como  la  tolerancia  al  herbicida 
Fosfinotricina vinculada a  la presencia del metaloide y  los mecanismos de regulación 







































1. La  descripción  de  los  genes  que  determinan  la  resistencia  al metaloide  y  el 
estudio de la regulación compleja de los mismos. 
2. La búsqueda e  identificación de nuevos genes  involucrados en  la  tolerancia a 
arsénico en el genoma de P. putida KT2440. 

























































































E. coli                      Características relevantes                                               Referencia 
CC118 













DH5α                    F
‐ Φ80d  [lacZΔMΔ15], Δ(lacZYA‐argF), ΔU169,  recA1, 
endA1, hsdR17, R‐M+, supE44, thil, gyrA, relA Hanahan, 1983 
JM109 
endA1,  recA1,  gyrA96,  thi‐1,  hsdR17  (rk‐,  mk+),  el4‐, 







Las  cepas  de  P.  putida  y  E.  coli  se  cultivaron  a  30°  y  37°C,  respectivamente,  en  un 




medio  LB  suplementado  con  Bacto  Agar  (Pronadisa)  al  1.5  %  (p/v).  Cuando  fue 
necesario,  se  añadió  5‐bromo‐4‐cloro‐3‐indolil‐β‐D‐galactopiranósido  (X‐Gal)  a  una 
concentración de 0.08 mM, así como  isopropil‐1‐tio‐β‐galactopiranósido  (IPTG) a una 
concentración entre 1 y 0.01 mM. Además, las distintas cepas de P. putida también se 
cultivaron,  cuando  fue  oportuno,  en  medio  mínimo  M9  (Sambrook  et  al.,  1989), 
suplementado con citrato como fuente de carbono (0.2 %) y MgSO4 (2 mM). Cuando se 
utilizó  el  medio  M9  para  E.  coli,  la  fuente  de  carbono  elegida  fue  glucosa  y  se 
suplementó  con  tiamina  (0.2  ‰),  casaminoácidos  (0.1  %)  y  CaCl2  (10  μM).  Las 
soluciones concentradas de  las diferentes fuentes de carbono fueron esterilizadas en 
autoclave y añadidas al medio de cultivo de  forma aséptica. Tanto el citrato como  la 
glucosa  se  añadieron  al  cultivo  a  una  concentración  de  0.2 %  (p/v).  Los  cultivos  en 




carbono  con Bacto Agar al 1.5 %  (p/v).  Los antibióticos  se prepararon en  soluciones 
concentradas  (1000x),  fueron esterilizados por  filtración y se conservaron a  ‐20°C. La  
utilización de  los mismos fue a  las siguientes concentraciones finales;   ampicilina (Ap, 






filtración  y  en  el  caso  del  arsenito  almacenado  en  oscuridad  y  a  4°C  para  evitar  su 
posible oxidación. Los dos fueron aplicados a las distintas concentraciones descritas en 
el  trabajo.   Durante periodos  inferiores a un mes,  las cepas se conservaron a 4°C en 
placas de agar‐LB o medio mínimo. El crecimiento en medio  líquido  fue  seguido por 
turbidimetría a 600 nm  (A600) empleando un espectrofotómetro Ultrospec‐3000 pro. 















































Kmr  FOAs Ura+;  pTEC  conteniendo  la  región  de  1.29  kb 
arriba  y  1.24  kb  abajo  del  operón  ars1,  clonadas 




Kmr  FOAs Ura+;  pTEC  conteniendo  la  región  de  0.88  kb 
arriba  y  1.19  kb  abajo  del  operón  ars2,  clonadas  




Kmr  FOAs Ura+;  pTEC  conteniendo  la  región  de  0.69  kb 
arriba y 0.54 kb abajo del gen arsR1, clonadas como un 




Kmr  FOAs Ura+;  pTEC  conteniendo  la  región  de  0.54  kb 
arriba y 0.61 kb abajo del gen arsR2, clonadas como un 




Kmr  FOAs Ura+;  pTEC  conteniendo  la  región  de  1.27  kb 
arriba y 0.90 kb abajo del gen arsH1, clonadas como un 




Kmr  FOAs Ura+;  pTEC  conteniendo  la  región  de  0.94  kb 
arriba y 0.77 kb abajo del gen arsH2, clonadas como un 




Kmr  FOAs Ura+;  pTEC  conteniendo  la  región  de  1.07  kb 
arriba  y  1.08  kb  abajo  del  gen  phoN1,  clonadas  







Kmr  FOAs Ura+;  pTEC  conteniendo  la  región  de  1.29  kb 
arriba  y  1.08  kb  abajo  del  gen  phoN2,  clonadas 





TEC1  incluyendo  el  putativo  promotor  Pars1,  clonado 





TEC1  incluyendo  el  putativo  promotor  Pars2,    clonado 





TEC1  incluyendo  el  putativo  promotor  Pars1,    clonado 





TEC1  incluyendo  el  putativo  promotor  Pars2,    clonado 
































incluyendo  su  propia  RBS,  clonado  como  un  fragmento 
EcoRI/HindIII  de  0.53  kb  procedente  de  ADN  genómico 
por PCR 
pMALR1 



















Los  plásmidos  fueron  movilizados  de  cepas  de  E.  coli  a  cepas  de  P.  putida  por 








casa  comercial  New  England  Biolabs.  Las  digestiones  se  realizaron  siempre  a  37°C 
durante 2 h. Para las reacciones de ligación de ADN fue utilizada la enzima ligasa T4 y, 







#20021) mediante el cual se disuelve  la agarosa con  INa y se  retiene el ADN en una 
matriz, donde se lava, y desde la que se puede eluir.  
 
6.1.  Aislamiento  de  ADN  genómico  y  plasmídico.  El  ADN  genómico  de  P.  putida, 
utilizado  en  amplificaciones  por  PCR,  se  obtuvo  según  el  protocolo  descrito  por  
Murray y Thompson  (1980) donde se utiliza  la técnica de extracción con bromuro de 




6.2.   Diseño de oligonucleótidos. Se  llevó a cabo a partir de  la secuencia de ADN de 
interés utilizando los programas de análisis Primer3 (Rozen y Skaletsky, 2000) y  ApE‐A 
Plasmid Editor v1.12 (Copyright© 2003‐2005, M. Wayne Davis). Se verificó en todos los 
casos  que  los  oligos  utilizados  para  la  reacción  de  PCR  sólo  hibridasen  en  la  región 
deseada, así como evitar  interacciones entre ellos. A  tal efecto,  también se utilizó el 
software de  libre acceso OligoCalc (Kibbe, 2007). La Temperatura de hibridación (Tm) 




PCR.  Las  secuencias  subrayadas  se  corresponden  con  las  dianas  de  restricción  creadas,  que  son 
diferentes en cada caso. 
 










































































en un termociclador  iCycler de   Bio‐Rad. Las enzimas que se emplearon fueron  la Taq 
polimerasa   y  la Pfu polimerasa, ambas de  la casa comercial Promega. Las mezclas de 
reacción contenían MgCl2 1.5 mM y dNTPs 0.2 mM. En los casos donde se utilizó ADN 
genómico como molde, éste se utilizó a una concentración de entre 5‐50 ng/μl y, si el 
molde  usado  era  ADN  plasmídico,  a  10  ng/μl.    Los  distintos  oligonucleótidos 
empleados en  las  reacciones de PCR  se  añadieron  a  la  concentración de 0.25 μM  y 
todos fueron sintetizados por Sygma‐Genosys. El protocolo base de amplificación en el 
termociclador  fue:  (i)  Desnaturalización  inicial  (4  min  a  95°C).  (ii)  25  ciclos  de: 
desnaturalización  (45  seg a 95°C), hibridación  (45  seg a Tm del oligo) y extensión  (a 
72°C, el  tiempo de extensión dependió del  tamaño del  fragmento  a  amplificar).  (iii) 
Extensión  final  (7 min a 72°C). En muchas ocasiones  la  reacción de PCR  se  realizó a 
partir de ADN de una pequeña porción de una colonia (PCR de colonia) sustituyendo al 
ADN genómico, en condiciones de esterilidad. Los productos amplificados, en cualquier 






















genoma  inmediatamente  arriba  y  abajo de  la  zona de  interés  a delecionar. De este 
modo se obtienen las llamadas regiones Up y Down para cada caso. (ii) Se clonaron los 
productos amplificados Up como productos NotI XbaI en el vector de clonación pTEC  
(Kmr,  origen  de  replicación  R6K  y  que  complementa  la  deleción  en  pyrF). 
Posteriormente  fueron  las  regiones  Down  las  que  se  introdujeron  en  el  plásmido 
resultante  anterior,  utilizando  los  sitios  de  restricción  XbaI  y  SacI  (excepto  para  el 
mutante Δars2 que se clonó como XbaI ScaI, al tener un sitio SacI en  la secuencia de 
interés).  Se obtuvieron  así  como  resultado  los distintos plásmidos pTUD que  fueron 
transformados  en  la  cepa  de  E.  coli  CC118λpir.  (iii)  Se  realiza  una  conjugación 




en  el  medio  selectivo  MM  cit  Ura  FOA  para  eliminar  todos  los  cointegrados.  Las 
colonias resultantes eran teóricamente una mezcla 50‐50 % de cepas silvestres y cepas 

















































Tabla  5.  Oligonucleótidos  utilizados  y  productos  de  PCR  amplificados  para 


























Km Gen/esUp Down pyrF Up Down
4












6.5.2.  Construcción de ΔR1, ΔR2, ΔH1 y ΔH2. Para estas cepas mutantes se siguió el 
mismo  procedimiento  que  el  descrito  en  el  apartado  6.5.1,  con  la  excepción  de  la 
manera de conseguir  los plásmidos pTUD para cada caso. Así, se diseñaron un par de 
oligos para amplificar la región Up de cada cepa mutante, con la peculiaridad de ser el 
oligo  reverso  (oRVS‐‐‐Up)  el  complementario  del  directo  utilizado  para  amplificar  la 
región Down (oFWD‐‐‐Down).   De este modo, se realizó una primera reacción de PCR 



















































































6.5.3.  Construcción de los dobles mutantes Δars1Δars2, ΔphoN1ΔphoN2, ΔR1ΔR2 y 
ΔH1ΔH2.   Todos  los mutantes dobles  se  realizaron utilizando  la misma metodología 
que  la  descrita  para  los  mutantes  simples  del  sistema  2  correspondiente  (Δars2, 
ΔphoN2, ΔR2 y ΔH2).   La única diferencia estribó en  la utilización de cada una de  las 




pVH1,  pVH2.  Estos  plásmidos  se  utilizan  para  complementar  todas  las  deleciones 
realizadas en  las cepas utilizadas en este  trabajo. En  todos  los casos se siguieron  los 
mismos pasos principales que se detallan a continuación: Paso 1: amplificación de  la 
región de  interés por PCR con  los oligos adecuados (Tabla 7). El fragmento resultante 
fue  digerido  como  EcoRI/HindIII.  Paso  2:  Ligación  de  este  fragmento  en  los  sitios 
compatibles del vector pVLT33  (Kmr y con origen de  replicación RSF1010, de amplio 
espectro de hospedador) digerido con las mismas enzimas de restricción. 
En  la  totalidad de    los  vectores  resultantes derivados del pVLT33,  se  incluye  la RBS 
propia de todos los genes clonados. Además, en los casos de pGCl1, pVCl1 y pVR1 los 









Tabla  7.  Oligonucleótidos  utilizados  para  la  obtención  de  los 





























Para  la extracción de ARN  se  cultivaron 50 mL de  las  cepas  TEC1  (control), Δars1  y 












de  ARN,  utilizando  la  transcriptasa  reversa  iTaqTM  DNA  polymerase  de  Bio‐Rad  y 




y  oRVSARSB2  para  el  operón  ars2;  y,  oFWDRpoN  y  oRVSRpoN  para  el  control 
endógeno  de  la  reacción.  Dicho  control  endógeno  pertenece  a  una  región  del  gen 
rpoN, cuya transcripción no se encuentra afectada por la presencia/ausencia del tóxico 
añadido. En cada una de las reacciones de PCR se incluye un control de la reacción de 
RT  en  la que no  se empleó  la  transcriptasa  reversa,  y donde no  se obtuvo ninguna 











la  obtención  de  los  extractos  crudos  de  E.  coli  (expresando  las  distintas  proteínas 
reguladoras  ArsR1  y  ArsR2  de  P.  putida  en  pMAL‐C2T)  se  cultivaron  las  células 
DH5α (pMALR1) y DH5α (pMALR2) durante toda la noche, sin agitación en medio LB y 
con Ap como antibiótico. . Al día siguiente, se utilizaron dichos cultivos para re‐inocular 








de  French  (FA‐073  de  SLM  Aminco)  operada  a  una  presión  de  1000  psi  (del  inglés 







previamente.  La  columna  fue  conectada  a  una  bomba  peristáltica  y  lavada  con  el 
buffer  anterior,  empleando  un  flujo  de  1 ml  / min. A  continuación  las  proteínas de 
fusión MBP‐R1  y MBP‐R2  fueron  eluidas  de  la  columna  utilizando  una  solución  de 
maltosa  al  10  %  (por  la  que  la  proteína  MBP  tiene  gran  afinidad).  Las  fracciones 




Las  electroforesis  analíticas  de  proteínas  se  realizaron  en  condiciones  tanto 
desnaturalizantes  como  no  desnaturalizantes.  En  condiciones  desnaturalizantes,  se 
utilizó  dodecilsulfato  sódico  (SDS),  en  geles  de  poliacrilamida  (PAGE),  a  una 
concentración del 12.5 %  según  la  técnica descrita previamente  (Laemmli, 1970). Se 


















8.4.1.   Obtención de los extractos celulares.       Las muestras utilizadas en  los ensayos 
enzimáticos  fueron preparadas a partir de 50 ml de cultivo de  las cepas de P. putida 
TEC1, ΔH1 y ΔH2 en medio LB suplementado con uracilo y 1 mM de As(III).  Los cultivos 
en  fase  estacionaria  fueron  centrifugados  a  4°C;  4000  rpm  durante  10  min,  y  los 
sedimentos  fueron  posteriormente  resuspendidos  en  solución  de  tampón  fosfato 
(PBS). De este modo, 50 ml de cultivo celular con una A600 0.8 se resuspendieron en 2 
ml de PBS. Posteriormente,  las células  fueron  lisadas por sonicación en  frío  (5 pulsos 





8.4.2.   Ensayos de  la actividad oxidoreductasa de  las proteínas ArsH1 y ArsH2 de P. 
putida  KT2440. Los  ensayos  de  la  actividad  NAD(P)H:flavin  oxidoreductasa  fueron 
realizados como se describe en   Vorontsov et al., (2007), siguiendo el descenso en  la 
absorbancia a 340 nm (e=6.22 M/cm) a una temperatura de 25°C, durante 10 min en 
placas  de  96  pocillos.  Como  equipo  de  detección  se  utilizó  un  espectrofotómetro 
















células    fueron  lisadas  por  sonicación  en  frío  (5  pulsos  de  30  segundos  a máxima 









Los  análisis mediante  velocidad  y  equilibrio  de  sedimentación  de  las  proteínas  de 
fusión MBP‐R1 y MBP‐R2 fueron realizados en el laboratorio del Dr. Germán Rivas, del 
Centro de  Investigaciones Biológicas  (CSIC). Los ensayos se  llevaron a cabo a 20°C en 
una ultracentrífuga analítica modelo Optima XL‐I (Beckman) equipada con un sistema 
adicional  de  detección  mediante  interferencia  que  permite  el  estudio  de 






de  sedimentación  se  calculó  mediante  el  programa  SEDFIT  (Schuck,  2000). 









de  las  proteínas  de  fusión  fueron  determinadas  mediante  el  ajuste  de  los  datos 
experimentales a  la ecuación que describe  la distribución de concentraciones radiales 
de  un  soluto  ideal  en  un  equilibrio  de  sedimentación  con  el  programa  EQASSOC 
(Minton, 1994).  Los  volúmenes específicos parciales  fueron  calculados a partir de  la 








tubos  Falcon  de  50  ml  durante  10  min.  Paso  3:  Eliminación  del  sobrenadante.  El 
sedimento se resuspendió en 1 ml de H2O MilliQ y se trasvasó a tubos eppendorf de 2 
ml previamente secados (100°C por 24 h) y pesados (balanza de 5 decimales). Paso 4: 
Se  secó  la biomasa durante 24 h a 100°C  y  se estimó el peso  seco de  la misma.  Se 
hicieron duplicados biológicos para todas las muestras. 
Las  muestras  fueron,  en  ese  punto,  enviadas  al  Servicio  Interdepartamental  de 
Investigación  (SIDI)  de  la  Universidad  Autónoma  de  Madrid  (UAM)  donde  se  les 
sometió  a  una  digestión  ácida  con  ácido  nítrico  (HNO3).  Por  último  para  la 
cuantificación del As total las muestras se analizaron por Espectrometría de Masas con 
Plasma de Acoplamiento  Inductivo  (ICP‐MS), mediante un  equipo  ICP‐MS  Elan  6000 
Perkin‐Elmer Sciex equipado con autosampler AS 91.  
10.  Análisis de los datos de secuencia 
Los  análisis  de  secuencias  de  nucleótidos  se  realizaron  con  los  programas  BioEdit 
Sequence Alignment Editor (Hall, 1999) y ApE‐A Plasmid Editor v1.12 (Copyright© 2003‐
2005, M. Wayne  Davis).  Las  búsquedas  de marcos  abiertos  de      lectura    (ORF)  se 
realizaron  con  el  programa  ORF  FINDER  del  servidor  NCBI 
MATERIALES y MÉTODOS 
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gorf/gorf.html).  Las  secuencias  de  aminoácidos  de  los 
distintos ORF  se  compararon  con  las  presentes  en  las  bases  de  datos  de  genomas 
secuenciados o en vías de secuenciación empleando el algoritmo TBASTN (Altschul et 
al., 1990) del servidor NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sutils/genom_table.cgi). Las 
búsquedas  de  similitudes  de  secuencia  se  realizaron  utilizando  el  programa  BLAST 
(Altschul et al., 1990) en el servidor del NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/). Los 
alineamientos de secuencias de nucleótidos y los alineamientos múltiples de proteínas 
se  realizaron  con  los  programas  ALIGN  (Wilbur  y  Lipman,  1983)  y  CLUSTALW 
(Thompson et al., 1994), respectivamente, en el editor BioEdit. Las masas moleculares 
de  las proteínas  se  calcularon  con el programa Compute pI/Mw del  servidor Expasy 
(http://www.expasy.org/tools/pi_tool.html), mientras  que  la  búsqueda  de  dominios 
conservados y motivos se  llevó a cabo con el programa SMART  (Schultz et al., 1998; 
Letunic et al., 2009) http://smart.embl‐heidelberg.de/. Como visualizador molecular y 
modelado  de  proteínas  se  utilizó  el  programa  PyMOL  (Copyright  ©  2009  DeLano 
Scientific  LLC;  http://www.pymol.org/funding.html)  y  para  la  comparación  de 
estructuras  de  proteínas  UCSF  Chimera  (Pettersen  et  al.,  2004) 
http://www.cgl.ucsf.edu/chimera. En  los casos en  los que se modelaron proteínas, se 
utilizaron como referencia  configuraciones tridimensionales con homología de la base 
de  datos  SwissModel  (Arnold  et  al.,  2006).  Para  los  acoplamientos  (dockings) 
moleculares se empleó el programa PatchDock (Schneidman‐Duhovny et al., 2005). Las 
predicciones  de  promotores  hipotéticos  se  realizaron  con  el  programa  BPROM  del 








































Los  2  operones  ars  de  P.  putida  KT2440  (Fig.  8)  se  encuentran  constituidos  por  un 
regulador  transcripcional  (arsR), un  transportador  secundario encargado de expulsar 
As(III) y Sb(III) al exterior de  la  célula  (ArsB), una arsenato  reductasa cuya misión es 
transformar arsenato en arsenito  (ArsC) y un gen arsH de  función desconocida hasta 
ahora en su papel frente al arsénico  (Canovas et al., 2003). En los Capítulos III y IV del 
apartado  de  Resultados  se  detalla  la  funcionalidad  de  las  proteínas  ArsH  y  los 
mecanismos de regulación de los operones ars de P. putida KT2440, respectivamente. 
operón ars1
arsR arsB arsC arsH
operón ars2
79% 73% 75% 87%
 






Como  ya  se  describió  previamente,  existe  diversidad  entre  los  transportadores  de 
arsenito en las bacterias con el operón ars. En el caso de P. putida KT2440, el tipo de 
bomba  de  expulsión  del  tóxico  pertenece  al  grupo  de  las  proteínas  ArsB  como 
demuestra el árbol  filogenético de  la Fig. 9. Se pueden  identificar  las  familias de  los 
distintos  transportadores  como:  1)  tipo  ArsB  (más  frecuente  en  γ‐Proteobacteria  y 

















Para  poder  estudiar  la  distribución  de  las  distintas  proteínas  de  expulsión  de 
arsenito se seleccionaron diferentes grupos representativos. Se observa cómo en 
el  grupo  ACR3  /  1    predominan  bacterias  del  género  Bacillus  (Ban,  Bacillus 
anthracis;  Bce,  Bacillus  cereus;  Bsu,  Bacillus  subtilis)  y  Actinobacterias  (Cgu, 
Corynebacterium  glutamicum).  Para  el  caso  de  ACR3  /  2  existe  presencia 
fundamentalmente  de  α‐Proteobacterias  (Rpa,  Rhodopseudomonas  palustris; 
Atu,  Agrobacterium  tumefaciens).  Entre  los  representantes  del  grupo  ArsB  se 












Las  proteínas  ArsC  de  P.  putida  KT2440  (ArsC1,  PP_1928  y  ArsC2,  PP_2716)  fueron 
alineadas con  la arsenato  reductasa de Bacillus  subtilis, como  referencia de aquellos 
dependientes  de  tiorredoxina.  Se  encontraron  perfectamente  conservados  los  3 
residuos de cisteína encargados de la correspondiente reacción bioquímica (Fig. 10). El 
mismo  alineamiento  fue    realizado  utilizando  como  modelo  a  ArsC  de  E.  coli 
(dependiente  de  glutarredoxina)  sin  encontrar  identidad  alguna  en  el  centro  activo 
(datos no mostrados).   
     Ppu1928         MNRRYLMKVL FMCTHNSCRS ILSEALFNHL APEGMEAVSS GSFPSGKVNE  
     Ppu2716         ......MRVL FMCTANSCRS ILSEAMFNHL APPGFEAVSA GSFPKGQVLP  
     Bsu2578         ...MENKIIY FLCTGNSCRS QMAEGWAKQY LGDEWKVYSA GIEAHG.LNP  
 
     Ppu1928         RALKTLEAAG IPTAGLSSKA SDAFESSPPD IVVTVCDRAA GEACPIFFGP  
     Ppu2716         RSLSTLQQAN ISTEGLSSKG NDAFEGNPPD IVITVCDKAA GEACPVYFGP  
     Bsu2578         NAVKAMKEVG IDISNQTSDI IDSDILNNAD LVVTLCGDAA .DKCPMTPPH  
 
     Ppu1928         SLKAHWGLAD PSAVTGSETE IEEAFQTTLA KIDERVRAFI ALPFSQLSQD  
     Ppu2716         ALKSHWGLED PSDVVGDEAT VDAAFRATLA RIESRCQAFF ALPFDHLDRE  
     Bsu2578         VKREHWGFDD PARAQGTEEE KWAFFQRVRD EIGNRLKEFA ETGK......  
 
     Ppu1928         ELKAEFARIG AL 
     Ppu2716         QLKHALDRIG SL 
     Bsu2578         .......... .. 
 
Fig.  10.  Alineamientos  de  ArsC. Ppu1928  y  Ppu2716  corresponden  a  ArsC1  y  ArsC2  P. 
putida  KT2440,  respectivamente.  ArsC  de  B.  subtilis  (Bsu2568)  fue  usada  como  proteína 





Los  estudios  descritos  previamente  en  la  literatura  indican  que  los  operones  ars  se 
inducen por arsenito y antimonito (Shi et al., 1996). Se estudió  la  inducibilidad de  los 
sistemas de resistencia a arsénico de P. putida KT2440 utilizando especies de As(V) y 
As(III) como efectores. Así, se utilizaron para crecer a  la cepa en medio LB y distintas 











al  tiempo  y  frente  a  diferentes  concentraciones  de  As(III).  Los  ensayos  se  realizaron  en 











Para comprobar  la resistencia a  las distintas  formas de As(V) y As(III) por parte de P. 
putida KT2440, se realizaron distintos ensayos en placa y en cultivo  líquido. El medio 
seleccionado en ambos casos fue un medio rico (LB), al que se  le añadieron distintas 
concentraciones de  los tóxicos  indicados.   Una referencia  interesante para contrastar 
los resultados obtenidos para P. putida KT2440, fue utilizar como controles las cepas E. 
coli W3110 y E. coli AW3110 (mutante en el operón arsRBC, ver Tabla 2) (Fig. 12). Se 
pudo  así  determinar  la    resistencia  de  la  cepa  de  estudio  frente  a  ambas  especies 
químicas de arsénico, siendo de: 300 mM frente a As(V) y 10 mM frente a  As(III) tras 





















  Fig. 12.   Ensayo en placa de  resistencia  frente a As(V) y As(III). Se puede comprobar  la 
tolerancia a As(V) y As(III) de las cepas P. putida KT2440, E. coli W3110 y E. coli AW3110 a 
las  concentraciones  indicadas.  Las  gotas  mostradas  tenían  un  volumen  de  8  μl  y 
representan distintas diluciones  seriadas  (de  izquierda a derecha: 106, 105, 104 103 y 102 







La  construcción  de  los  distintos  mutantes  utilizados  en  este  punto,  así  como  los 






Δars1Δars2,  fueron entonces evaludas para estudiar  la participación de  los operones 












que  ars2,  en  las  condiciones  estudiadas.  Se  observó  que  el mutante  Δars1  es más 
sensible  especialmente  frente  a  As(III)  y  presenta mayores  niveles  de  acumulación 
intracelular, y 3) cuando se eliminaron ambos operones (Δars1Δars2) la cepa se volvió 
hipersensible.  Esta  hipersensibilidad  del  doble mutante  descarta  el  papel  de  otros 






















































Tabla  8.  Valores  de  resistencia  a  arsénico  en  los  distintos 
mutantes  de P. putida TEC1. 






heteróloga  en  E.  coli.  Para  ello  se  utilizaron  los  vectores  pGCl1  y  pGCl2, 
respectivamente  (Tabla 3;  construcciones en    4.2 del ANEXO  I).  Se empleó  a  E.  coli 
DH5α como  hospedador  en  los  ensayos  y  se  pudo  observar  que  ambos  sistemas 









cada  uno  de  ellos.  pGEMT  representa  el  vector  vacío mientras  que  pGCl1  y  pGCl2 










5.1.  El  operón  ars1  de  P.  putida  KT2440  se  adquirió  debido  a  un  evento  de 
transferencia horizontal (TH) 
Utilizando  la secuencia del genoma de P. putida KT2440 (Nelson et al., 2002) se pudo 
determinar  la  localización del operón ars1  (genes de PP_1927 a PP_1930) dentro de 
una  isla genómica de 62 kb. Comparando  la secuencia de P. putida KT2440 con  la de 
otras cepas de P. putida descritas a día de hoy (F1, GB1 y W619) se observó que el gen 























Se estudiaron  las diferencias en el  índice de adaptación de codones,  IAC  (Sharp y Li, 
1987) y en el porcentaje de guaninas y citosinas (% GC) entre la media del genoma de 

















As(III) en  TEC1, Δars1  y Δars2  fueron  realizados  a  las  siguientes  condiciones:   15°C,  
30°C  (Tª  óptima  de  crecimiento)  y  37°C.  En  la  Fig.  17    se  pudo  observar  cómo  la 
















































  Fig.  17.  Resistencia  a  arsénico  a  15°C  y  30°C  de  P.  putida  TEC1,  Δars1  y  Δars2.  (A)  y  (B) 
muestran experimentos de resistencia frente a As(V) mientras que (C) y (D) lo hacen frente a 
As(III). En (A) y (C) la incubación de los cultivos fue de 48 h a una Tª de 15°C. En (B) y (D) los 
resultados  se  obtuvieron  tras  8  h  de  incubación  a  30°C.  Ensayos  realizados  con  triplicados 





5.2.1.   Diferencias en  la  transcripción a diferentes  temperaturas. Los cambios en  la 




normalizar con  la expresión del gen  rpoN, utilizado como control endógeno  (detalles 
en el punto 7.2 del  apartado Materiales  y Métodos).  Se pudo  advertir que,  tanto  a 
15°C como a 30°C, el operón endógeno de P. putida KT2440 (ars2) presenta mayores 







Fig. 18. Expresión relativa de  los operones ars de KT2440 a diferente Tª. Diferencias en  la 
transcripción de ars1 y ars2 a  (A) 15°C  y  (B) 30°C,  respectivamente. Se utilizó el gen  rpoN 






















































encuentran  anotados  en  el  genoma  como  proteínas  implicadas  en  la  resistencia  a 
arsénico.  Presentan  un dominio  conservado NADPH‐reductasa  dependiente  de  FMN 
(PF:03358).  Sin  embargo,  nadie  ha  definido  hasta  ahora  con  claridad  el  papel  que 
desempeñan  estas  reductasas  y  el  proceso  bioquímico  en  el  que  participan. Ambas 
proteínas  son muy  parecidas,  teniendo  un  tamaño  de  241  aminoácidos  y  un  peso 
molecular  de  27717 Da  para ArsH1,  y  de  233  aminoácidos  y  26616 Da  para ArsH2. 
Utilizando  alineamientos  dobles  entre  secuencias  de  proteínas  con  la  aplicación  de 





















se  realizó  un  procedimiento  de  threading,  identificando  una  alta  identidad  de  las  2 
proteínas  de  P.  putida  KT2440  respecto  a  la  configuración  3D  publicada.  En  efecto, 
utilizando  el modelado  de  proteínas  con  el  programa  PyMOL  y  la  comparación  de 














1.2.  Las  proteínas ArsH1  y ArsH2  de  P.  putida KT2440 muestran  actividad NADPH 
oxidorreductasa dependiente de FMN 





































































en  distintas  condiciones  de  sustrato  NAD(P)H  y  de  cofactor  (FMN  y  FAD).  Se  muestra  la 




Estos  datos  sugieren  que  aunque  ambas  proteínas  ArsH  de  P.  putida  KT2440  están 
implicadas  en  la  reacción  NADPH  flavín  oxidorreductasa,  la  proteína  ArsH1  posee 
mayor  relevancia  en  las  condiciones  utilizadas,  ya  que,  un  mutante  ΔH1  presenta 
menor  actividad  en  el  ensayo  realizado. Así  pues  la  eficiencia  de  la  reacción  en  los 
ensayos de actividad oxidorreductasa relativa utilizando NADPH como sustrato y FMN 






















TEC1,  ΔH1,  ΔH2  y  ΔH1ΔH2.  Se muestra  la  actividad  relativa  de  cada 












de  crecimiento  frente  a As(V)  y As(III)  en  las distintas  cepas mutantes   ΔH1, ΔH2  y 
ΔH1ΔH2  utilizando  a  P.  putida  TEC1  como  control. De  este modo,  se  determinó  la 
importancia de los genes arsH1 y arsH2 ante ambos tóxicos. En la Fig. 23 se observó el 
crecimiento  celular  (medido  como  A600)  de  las  distintas  cepas mutantes  y  silvestre 
frente a diferentes concentraciones de arsenato (10 y 50 mM) y arsenito (5 y 10 mM). 
En  ambos  casos  se  observó  cómo  la  ausencia de  arsH1  afectó  en  gran medida  a  la 
tolerancia del microorganismo a arsénico. En el caso de ΔH2,  los efectos son menos 









































h y 24 h,  respectivamente.  (B) y  (D)  indican el crecimiento  frente a  las concentraciones de As(III) 
correspondientes a 8 y 24 h. Las curvas de crecimiento se realizaron en placas de 96 pocillos, con 







1.4.  Los  genes  arsH  de  P.  putida  KT2440  son  funcionales  en  E.  coli.  Expresión 
heteróloga 




en  E.  coli  cuando  se  sobreexpresaban,  incrementando  la  resistencia  de  la  bacteria 
tanto  frente a As(V) como a As(III). La proteína ArsH1  fue  la que proporcionó mayor 





















Fig. 24. Resistencia a arsénico de E.  coli JM109 expresando  los distintos  genes arsH de P. 
putida KT2440. (A) Resistencia frente a As(III) en las concentraciones indicadas. (B) Resistencia 
a As(V) en  las concentraciones  indicadas. Los experimentos fueron realizados en placas de 96 








Hasta  hoy,  la  región  del  genoma  de  P.  putida  KT2440  comprendida  entre  las ORF´s 
PP_1930 (gen arsR1) y PP_1931 (putativa transposasa de la familia IS4) se encontraba 










Utilizando  como  referencia  la  secuencia  de  aminoácidos  codificada  por  el  gen  arsN 
anteriormente descrito, y el programa NCBI TBLASTN 2.2.21 (Altschul et al., 1997), se 
pudo observar que,  la proteína más parecida a ArsN sería  la que correspondería a  la 
secuencia de  la  región  intergénica  (2177156‐2177593) de P. putida KT2440  (47 % de 
identidad  y  1e‐32  de  valor‐E).  También  se  pudo  determinar  una  probable  región 














por  BLAST,  demuestran  la  amplia  distribución  de  ArsN  en  muchos  otros  genomas 
bacterianos (Chauhan et al., 2009). 
Respecto  a  la  estructura  de  la  proteína    ArsN    de  P.  putida KT2440  (164  a.a., 
Pm=17838.75)  se  reveló,  utilizando  como  herramienta  bioinformática  el  programa 








cuatro dominios   descritos previamente en  las glutamato N‐acetiltransferasas  (Xu et 
al., 2006) aunque  con  algunas  diferencias  bien  conservadas  en  todos  los  grupos. 
Por un  lado existía un residuo de ácido glutámico conservado en el motivo 1 de ArsN 
en  lugar de en el  motivo   2   de ArgA (donde había presente una  leucina). Además se 









  Ppu  1   MNQSDISVRLLGTDQIQGLTAHLTAAGLPTQDLLQPGRMFYSFHRG------ETELGYGGIEGSGRTR-LIRSLVVVPAQRKSGIGNLLL  
Rle  1   --MGFDLNQQALEGHDDRLRGALAGAGLPVDDLTDAGRSFYRFSRG------GETVGFGGLELYGETV-LLRSIVVLSDQQGFGFGHAIT  
Rsp  1   MADTRRLDARPVAGNDPALIAALTAAGLPTDDLTEPGRGFFAYRSG------DRPAGFGGIERHGAHA-LLRSIVVPEGRRGEGLGGAIL  
Ssk  1   -----MIATLLDSRSLSDLMAELSAAGLPASDLAEAGRRFFRFEDD------VGLVGYGGIEGDGSDR-LLRSLVVKADRRGCGLGGAIL  
UB   1   ------MIAIPIAASAPELRAALDGAALPSDDLAEPGCTFFRFDDE------GEAIGFGGLESCGDDV-LLRSIVMLPAARGKGLGRRAT  
Mpe  127 EDGTPLLVDTPIAGSDPDLALALQEAVLPTDDLAEPGRSFFAYATVS-----GERVGYGGFERLGRDV-LVRSLVVLPHARHRGIGGGMF  
Ade  151 PDADAIRFGPAAPEELGAIRALLERLRLPASDVGAPHQVFIAARSG------DELVGCVALERYGEDA-LLRSLAVVPRLQGAGLGKALH  
Mtb  8   CRPVVRRARTSDVPAIKQLVDTYAGKILLEKNLVTLYEAVQEFWVAEHPDLYGKVVGCGALHVLWSDLGEIRTVAVDPAMTGHGIGHAIV  
                                                          __________     _____________ 
                                                              Motif 1         Motif 2    
 
  *          * 
  
       
Ppu  84  RALERIAEADGAQSLHLLTTTAPDFFAARGYEQRDRSQAPKAISSSEEFKSLCPTSAVYMVKELGDINSVSPQVTRLHGRQ 164 
Rle  82  LSLLDQAQRKGATAAYLLTETAASFFQSLGFRPIARDEAPAEILTTRQAASLCPASAALMVRSLPA--------------- 146 
Rsp  84  AHLMTEA--AGAAAVWLLTTTAAPFFARHGFHTVPRGDAPAEILATRQAAAICPASAILMTRKPEA--------------- 147 
Ssk  79  TAVERAAADEGATSLYLLTTTAEPFFRRHGYETAERTDVPAVIAQSAEFRSLCPASAALLYKWIA---------------- 143 
UB   78  SLLLEESRKAGARRAFLLTTDAKAFFEALGFRAIERADAPADILATRQAASLCPSTAPLMALTL----------------- 141 
Mpe  211 ALLLRRAFDEGGRDAWLLTTTAAPFFERAGFKPIERSAAPAAILATRQAASLCPSSAVLLGRRMSL--------------- 276 
Ade  234 AQVLAEAGRRGVRAVYLLTTTAERFFAQAGFTRTDRASVPAALAASTEFRSLCPASAVCMVKPLPR--------------- 299 
Mtb  98  DRLLQVARDLQLQRVFVLT-FETEFFARHGFTEIEGTPVTAEVFDEMCRSYDIGVAEFLDLSYVKPNILGNSRMLLVL--- 171 
                      ________ _________ 







3841  (Rle), Rhodobacter  sphaeroides ATCC17025  (Rsp),  Sphingomonas  sp.  SKA58  (Ssk),  librería 
metagenómica  (UB)  (Chauhan  et  al.,  2009),  Methylibium  petroleiphilum  PM1  (Mpe), 









Para  demostrar  la  funcionalidad  del  gen  arsN  se  siguió  una  estrategia  similar  a  la 







que  el  gen  descrito  previamente  (incrementando  la  resistencia  a  arsenato  sólo  en 
presencia  de  la  bomba  de  expulsión  de  arsenito  ArsB).  La  cepa  hospedadora 
transformada con pUCP24‐ArsN fue E. coli W3110 (ver Tabla 3) y presentó niveles de 
crecimiento (medido como A600) sensiblemente mayores que aquella transformada con 
el  vector  vacío  pUCP24  en  presencia  de  arsenato,  en  medio  de  cultivo  LB+Gm  a 
distintos  tiempos  (Fig.  27).  Sin  embargo,  cuando  se utilizó AW3110  (cepa de  E.  coli 



























































Fig. 27. Resistencia  frente  a  arsenato de  E.  coli con  y  sin  el  gen arsN de P. putida KT2440.  La 







al  sistema  de  resistencia  (al menos  a  arsenato)  cuando  se  sobreexpresó  en  E.  coli. 



















































Hasta  ahora,  la  configuración  descrita  para  los  2  operones  ars  de  P.  putida  KT2440 
(integrada por arsRBCH) era  idéntica. En el presente trabajo se ha podido verificar  la 
presencia  de  otros  3  genes  integrados  en  el  operón  exógeno  ars1.  Estos  genes, 
PP_1924,  PP_1925  y  PP_1926,  codificaban  para  una  PPT‐N‐acetil  transferasa,  una 
monooxigenasa y una proteína de  la famila de  las fosfatasas, respectivamente. Todos 




Gen Coodenadas Nombre Función
PP1930  2176572‐2176955  arsR1 Regulador Transcripcional
PP1929  2175259‐2176539  arsB1 Expulsión As(III)
PP1928 2174774‐2175259 arsC1 Conversión de As(V) en 
As(III)
PP1927 2174037‐2174759 arsH1 Procesos celulares
PP1926  2173529‐2174029 putativa fosfatasa ??
PP1925 2172421‐2173500 putativamonooxigenasa ??





















Fig.  28.  Regiones  intergénicas  entre  arsH,  PP_1926,  PP_1927  y  PP_1928  de  P. 















presencia  de  2  genes,  localizados  en  diferentes  regiones  del  genoma  de  P.  putida 
KT2440, anotados con  la misma  función PPT‐N‐acetiltransferasa  (Fig. 29). Se  trata de 
PP_1924 (phoN1), integrante del operón ars1, y de PP_4846 (phoN2). Con el objeto de 
poder estudiar ambos genes,  se  realizaron mutantes  simples  y doble  (punto 3.4 del 















4845 4846 4847 4848
R1 B1 C1 H1 fosfatasa
mono‐
oxigenasa phoN1















A  la  vista  de  la  organización  del  agrupamiento  génico  ars1  se  puede  inferir  que  la 
regulación del gen phoN1 de P. putida KT2440 se  lleva a cabo a través del regulador 
transcripcional arsR1 a partir del promotor Pars1. Para demostrar la dependencia de la 
expresión  de  phoN1  con  Pars1,  se  llevó  a  cabo  el  siguiente  experimento:  una  vez 
estimada la concentración inhibitoria de PPT para P. putida KT2440 (6 mM, en placa de 
MM cit,  incubando 48 h) se utilizó 5 mM de PPT para examinar el crecimiento de P. 
putida  TEC1  y  los  respectivos  mutantes  de  deleción  ΔphoN1,  ΔphoN2  y 
ΔphoN1ΔphoN2. Estas  condiciones  se utilizaron  como  control del  crecimiento de  las 
mismas cepas, en idénticas concentraciones de PPT, pero utilizando simultáneamente 
una  concentración  de  As(III)  de  1  mM,  subinhibitoria  para  P.  putida  KT2440  pero 
suficientemente  alta  para  disparar  a  los  operones  ars.  En  los  casos  del  organismo 
silvestre TEC1 y ΔphoN2 se pudo observar claramente (Fig. 30) que al añadir arsénico 
como inductor de los genes ars, se induce además la resistencia a PPT, indicando una 
co‐expresión  de  phoN1,  volviendo  a  las  cepas  mucho  más  tolerantes  frente  al 
herbicida.  Por  el  contrario,  en  las  situaciones  donde  el  gen  phoN1  se  encuentra 









Control 1 mM AsIII 5 mM PPT 5 mM PPT + 1 mM AsIII
A600
 Fig. 30. Resistencia a PPT en P. putida TEC1, ΔphoN1, ΔphoN2 y ΔphoN1ΔphoN2 a distintas 
condiciones  de  +/‐ As(III).  Se  estudió  la  resistencia  de  las  distintas  cepas  (usando  A600)  en 
placas de 96 pocillos, utilizando MM cit Ura como condiciones Control, añadiendo As(III) y PPT 








2.3.1.  Estructuras  tridimensionales,  secuencia  de  aminoácidos,  %  GC  e  índice  de 
adaptación  de  codones  (IAC).  Los modelos  de  las  proteínas  PhoN1  y  PhoN2  de  P. 
putida  KT2440  se  realizaron  a  partir  de  la  homología  de  sus  secuencias  con  las  de 
mayor  similitud  de  la  base  de  datos  SwissModel  (Arnold  et  al.,  2006),  utilizando  el 
programa UCFS  Chimera  (Pettersen  et  al.,  2004).  Para  ambos modelos  se  utilizó  la 
estructura de  la proteína  con mayor  identidad en  las bases de datos.  En el  caso de 
PhoN1, la referencia utilizada por el programa fue ACIAD1637 de Acinetobacter baylyi 
ADP1 (27.1 % de identidad de secuencia, valor‐E= 1.00e‐22), mientras que para PhoN2 
lo  fue  PA4866  de  Pseudomonas  aeruginosa  (78.3 %  identidad  de  secuencia,  valor‐
E=1.06e‐68). En  la Fig. 31 se advierte cómo  la aparente estructura tridimensional del 









P.  putida  KT2440.  (A)  PhoN1;  (B)  PhoN2.  (C)  Superposición  de  las  estructuras  hipotéticas  de 
PhoN1 y PhoN2 de P. putida KT2440. Se muestra en amarillo  la  zona menos  conservada en  las 
estructuras. 
Además, se alinearon las secuencias de aminoácidos entre ambas proteínas PhoN de P. 
putida  KT2440,  utilizando  la  opción  de  BLAST  bl2seq  (Fig.  32).  Se  observó  que  la 
















de  la  secuencia  de  phoN1  respecto  de  phoN2,  siendo  de  58.78  %  y  63.64  %, 
respectivamente, así como en la distribución del uso de codones (punto 8 del ANEXOI). 
2.3.2.  phoN1  y  phoN2  pertenecen  a  familias diferentes  de  proteínas.   Al  alinearse 
distintas  proteínas  anotadas  en  los  genomas  como  PPT‐N‐acetil  transferasas  (por  el 
método  Clustalw)  y  utilizarse  el  programa  de  distribución  filogenética  (con  salida 




2.3.3.  phoN1  está  involucrado  en  la  resistencia  a  L‐PPT  en  P.  putida  KT2440.  Se 
estudió la resistencia a PPT de los distintos mutantes en los genes phoN1 y phoN2 y sus 
respectivas  complementaciones.  Se  utilizó  para  ello  el  vector  vacío  pVLT33  y  los 
plásmidos   pVPPT1 y pVPPT2, que  incluyen a phoN1 y phoN2,  respectivamente  (Fig. 
34).  Se  pudo  observar  cómo  la  cepa  mutante  ΔphoN1  (pVLT33)  presentaba  una 
elevada sensibilidad frente a las concentraciones de PPT utilizadas en el ensayo (5 y 7 
mM), que era totalmente revertida cuando se sobreexpresaba el gen delecionado en la 
cepa  ΔphoN1  (pVPPT1).  Respecto  a  la  cepa  mutante  ΔphoN2  (pVLT33)  y  su 








N‐acetiltransferasas.  Se  muestran  con  círculos  rojos  a  phoN1  (Ppu_1)  y  phoN2 
(Ppu_2) de P. putida KT2440. Se identifica a Psyr como Pseudomonas syringae, Pac 
como  Pseudomonas  aeruginosa,  Ec  como  Escherichia  coli,  Stm  como  Salmonella 

































 Fig.  34. Resistencia  a  PPT de  las  cepas mutantes  ΔphoN1  y  ΔphoN2 
complementadas. Se utilizó MM cit ura Km como medio de cultivo con 












2.3.4.  phoN2  determina  la  resistencia  de  P.  putida  KT2440  a  MetSox.  La  elevada 
identidad que presentó PhoN2 con el producto del gen PA4866 de P. aeruginosa (casi 
un 80 %)  llevó a pensar que podría desempeñar un papel similar al descrito por esta 
proteína.  Recientemente  se  ha  demostrado  que  PA4866  se  corresponde  con  una 
acetiltransferasa cuyo sustrato no es PPT sino Metionina Sulfoximina (MetSox; Davies 
et  al.,  2007).  Con  el  fin  de  estudiar  la  resistencia  a MetSox  por  parte  de  las  cepas 
mutantes en los genes phoN1 y phoN2 y sus respectivas complementaciones, se llevó a 
cabo un ensayo similar al anterior utilizando en este caso, distintas concentraciones (1 































1 mM  de  IPTG  (para  la  sobreexpresión  de  los  genes).  El medio  fue 











2.3.5.  PhoN1  de  P.  putida  KT2440  transforma  PPT  en  N‐acetil  PPT.  Ensayos 
enzimáticos.  Se  realizaron  ensayos  enzimáticos  para  determinar  la  acción  de  la 





el  caso  donde  se  sobreexpresa  el  gen  phoN1,  se  observó  inequívocamente  un  pico 
detectable  (aunque no cuantificable) de N‐acetil PPT en presencia de PPT,  indicando 
así su participación en la conversión de una especie en otra. 
Fig. 36. Detección de PPT y N‐acetil PPT. Se
muestra la presencia de PPT y N‐acetil PPT
detectado por HPLC‐MS arriba y abajo de cada
panel, respectivamente. (A) Control. PPT sin
extracto. (B) PPT + extracto de P. putida
ΔphoN1 (pVLT33). (C) PPT + extracto de P.
putida ΔphoN1 (pVPPT1), inducido con 1 mM












la diferencia de  sustrato de  las 2 proteínas PhoN1 y PhoN2,  se estudió en detalle  la 
estructura más  posible  de  los  centros  activos  de  cada  una  de  ellas.  El  de  aquellas 
proteínas que  interactúan  con MetSox  (proteínas pita),  se encuentra perfectamente 





residuos  presentes  en  estas  posiciones  para  ambas  proteínas  PhoN  de  P.  putida 
KT2440. Como  indica  la Fig. 37,  la proteína PhoN2 conserva perfectamente el centro 
activo mientras que en el caso de PhoN1, 5 de los 8 aminoácidos no coinciden. 
30 31        75     85 86 87 88 89
PhoN1 SF………R……DVTVY……………
+   R  + +VY 
PhoN2 IW………R……EHSVY……………
 
Fig.  37.  Aminoácidos  del  centro  activo  de  las  proteínas  que 
interactúan  con  MetSox.  Se  muestran  resaltados  los  que 





Utilizando  los modelos  de  la  Fig.  31  y  haciendo  un  docking molecular  basado  en  la  
complementación de  la  forma  con  el  algoritmo PatchDock  (Schneidman‐Duhovny  et 
al., 2005), se pudo observar  la  importancia de estos residuos (30, 31, 75, 86, 87, 88 y 
89)  en  la  interacción  con  la molécula  correspondiente.  La  Fig.  38 muestra  el  sitio 
hipotético de  interacción de PhoN1 con PPT y de PhoN2 con MetSox  (los candidatos 















se  transformaron  los  plásmidos  pVPPT1  y  pVPPT2  en  la  cepa  de  E.  coli 





contiene  a  phoN1  (el  vector  pVPPT1),  fue  visiblemente  la más  resistente  al  tóxico. 
También es cierto que pVPPT2 proporcionó una cierta actividad residual de resistencia 
a  PPT,  aunque  siempre  mucho  menor  a  pVPPT1,  en  las  condiciones  ensayadas. 






















































Para poder determinar  la  región promotora de  cada uno de  los operones ars de P. 
putida KT2440, se utilizaron distintas aproximaciones   bioinformáticas.   Con  la ayuda 
del  programa  BPROM,  del  paquete  SoftBerry,  se  pudieron  predecir  los  promotores 
hipotéticos para cada uno de los casos. Además este programa estima las cajas ‐10 y ‐
35 al tratarse de promotores dependientes del factor de transcripción sigma‐70 (σ70). 
Por  otro  lado,  con  el  programa  RNAfold  se  buscaron  las  zonas  palindrómicas  del 


















cada  uno  de  los  casos  se  encuentran  subrayadas.  Se  indica  con  color  azul  el  primer  aminoácido 
(metionina) de los reguladores arsR. En naranja se indican las RBS y en rojo, la zona del operador para 














unión  a ADN  de  los miembros  de  la  familia  SmtB  / ArsR  utilizando  un  conjunto  de 
aplicaciones de la plataforma EMBOSS (http://emboss.sourceforge.net/). 
 
Para esto, el genoma  completo de P. putida KT2440  fue   bajado desde el banco de 
datos  de  Pseudomonas  Genome  Database  (http://www.pseudomonas.com/).  Las 
secuencias  no  codificantes  del  genoma  (secuencias  intergénicas),  equivalentes  a  un 
12.5 % del  total,  fueron extraídas con  la aplicación coderet. Después,  se generó una 
matriz de similitud de  los homólogos caracterizados de  la  familia (Busenlehner et al., 
2003)  con  la  aplicación  prophecy.  La matriz  de  puntuación  generada  fue  entonces 
utilizada para la búsqueda de secuencias homólogas en el genoma no codificante de P. 
putida KT2440 con la ayuda de la aplicación prophet. Los resultados se clasificaron por 
el  valor obtenido basado  en  la matriz utilizada  (cuanto mayor  es  el  valor, mayor  el 
número de bases  idénticas al consenso) en unidades arbitrarias. Una vez generado el 
primer análisis se creó una segunda matriz de puntuación, añadiéndose a  la primera 
las secuencias  identificadas para  los promotores Pars1 y Pars2. Las  representaciones 
























































Fig. 41. Análisis  in silico de  la unión de ArsR1 y ArsR2 a regiones  intergénicas de P. 
putida KT2440. En el panel (A) se puede ver el consenso de la región de unión a ADN 
utilizando  los 7 homólogos de  la  familia  SmtB  / ArsR descritos  (Busenlehner  et  al., 
2003).  La  gráfica  de  abajo  determina  el  número  de  secuencias  intergénicas  en  P. 
putida  KT2440  respecto  del  valor  o  número  de  bases  idénticas  al  consenso  (en 
unidades arbitrarias). En rojo se muestra el grupo que incluye a Pars1 y en amarillo a 















Fig.  42  se puede observar  cómo  los dos  sitios  están perfectamente  conservados  en 
ambas proteínas de P. putida KT2440.  
                                ....|....|..
SmtB                            SELCVGDLAQAI
E._coli_R46_ArsR                GELCVCDL TALC
E._coli_R773_ArsR               GELCVCDL MALC
E._coli_W3110_ArsR              GELCVCDL TALC
P._aeruginosa_ArsR              GELCVCELM LCA
P._fluorescens_Pf-5_ArsR        GELCVCELM LCA
P._putida_ArsR1                 GELCVCELTHAL
P._putida_ArsR2                 GELCVCELM LCA
S._aureus_pI258_ArsR            GELCACDLL HFE
S._aureus_pSX267_ArsR           GELCACDLL HFE
S._aureus_subsp._aureus_N315_A  GELCACDLL HFE
A._multivorum_AIU301_ArsR       GELCVCDF TALC
Synechocystis_sp_PCC6803_ArsR   ---CVCDL QLCD
Halobacterium_ArsR              ELCVCEFSPLLE
Lactobacillus_plantarum_WCFS1_  GSLCACDIL HF
                               ....
E
|....|....|
SmtB                            SESAVSHQLRSLRNL 
E._coli_R46_ArsR                SQPKTSRHLAMLRES 
E._coli_R773_ArsR               SQPKISRHLAMLRES 
E._coli_W3110_ArsR              SQPKISRHLALLRES 
P._aeruginosa_ArsR              SQPKISRHLAQLRSA 
P._fluorescens_Pf-5_ArsR        SQPKISRHLAQLRSS 
P._putida_ArsR1                 SQPKISRHLAQLREA 
P._putida_ArsR2                 SQPKISRHLAQLRSN 
S._aureus_pI258_ArsR            SQPTLSHHMKSLVDN 
S._aureus_pSX267_ArsR           SQPTLSHHMKSLVDN 
S._aureus_subsp._aureus_N315_A  SQPTLSHHMKSLVDN 
Synechocystis_sp_PCC6803_ArsR   SQSKLSFHLKRLRDA 
BA
Halobacterium_ArsR              S SAISHSLSQLTEA D
Lactobacillus_plantarum_WCFS1_  SQPTLSHHMKVLQNA 
C._violaceum_ArsR               ANATLSFHLK LSHA E
T._ferrooxidans_ArsR            PHN ISFHLKNLQHA G
A._caldans_ArsR                 PPANLSFHLKALSQA 
C._glutamicum_ArsR1             SQPTISHHLKKMTEA 
C. glutamicum ArsR2             SQPTISHHLKKMTDA  
 
Fig.  42.  Sitios  conservados  de ArsR1  y ArsR2  de  P.  putida KT2440.  En (A) se  representan  los 







































Fig. 43. Principales etapas en  la obtención de  las proteínas de  fusión MBP‐R1 y MBP‐R2. Se 
amplificaron por PCR ambos reguladores con los oligos oFWDR1‐fus y oRVSR1‐fus en el caso de 
arsR1  y  oFWDR2‐fus  y  oRVSR2‐fus  para  arsR2.    Estos  fragmentos  se  clonaron  en  el  vector 
pMAL‐C2T,  obteniendo  los  vectores  pMAL‐R1  y  pMAL‐R2,  respectivamente,  que  fueron 
introducidos  en  DH5α  mediante  transformación.  Se  estimaron  las  condiciones  óptimas  de 
cultivo  que  permitían  la  solubilidad  de  las  proteínas  de  fusión  (detalle  en  el  punto  8.2  del 
apartado Materiales y Métodos), así como del tiempo necesario de inducción de las mismas (2 
h en ambos casos fue suficiente). Las fusiones fueron purificadas por la afinidad de la MBP a la 




















de  los  posibles  multímeros  de  MBP‐R1  y  MBP‐R2  se  realizó  un  análisis  mediante 
ultracentrifugación  analítica  de  equilibrio  de  sedimentación,  cuyo  resultado  no  está 
influenciado  por  la  forma  de  la  macromolécula  sometida  a  estudio.  La  Tabla  10 
muestra  las  masas  moleculares  promedio  obtenidas  a  9  Krpm.  Estos  datos  son 
compatibles con un dímero mayoritario de aprox. 106600 Da y porcentajes variables 
de otras especies de mayor peso molecular. Hay que tener en cuenta que  la MBP es 






Tabla  10.  Equilibrio  de  Sedimen‐
tación  de  las  proteínas  de  fusión. 
Masas  moleculares  promedio  de  las 
fusiones  MBP‐R1  y  MBP‐R2  en 






comprobar que  las conformaciones de  las proteínas de  fusión no  se veían afectadas 
por  la  presencia  de  la molécula  inductora  del  operón  ars,  el  arsenito.  Se  realizaron 
todos los experimentos en presencia y ausencia de As(III) y en ningún caso se apreció 
una variación significativa en la distribución conformacional.  
La  distribución  de  coeficientes  de  sedimentación  (Fig.  44)  muestra  como  la  gran 





































R2 en  (A) y  (B),  respectivamente.  Los paneles  (C) y  (D)  representan a MBP‐R1 y MBP‐R2, en 
cada caso,  incubadas en presencia de As(III). Las velocidades y condiciones empleadas en  los 







Para explicar el efecto que  tienen  las proteínas ArsR de P. putida KT2440  sobre  los 
operones  ars  correspondientes,  se  hicieron  deleciones  precisas  en  cada  regulador 
como se describe en los puntos 6.5.2 y 6.5.3 del apartado Materiales y Métodos. Para 
el análisis de  los fenotipos de  los mutantes,  las cepas se agruparon en 3 conjuntos (i) 
por un lado se estudió el comportamiento de cada uno de los mutantes simples (ΔR1, 
ΔR2) y doble (ΔR1ΔR2) respecto de la cepa silvestre TEC1, por otro (ii) se analizó cada 
mutante  individual  complemetado  [ΔR1  (pVR1)  y ΔR2  (pVR2)]  respecto  a  su  control 
con el vector vacío  [ΔR1 (pVLT33), ΔR2 (pVLT33)] y (iii) por último se investigó el papel 
de  las cepas dobles mutantes complementadas  individualmente con cada uno de  los 
reguladores  [ΔR1ΔR2  (pVR1)  y ΔR1ΔR2  (pVR2)] utilizando  a ΔR1ΔR2  (pVLT33)  como 
cepa control.   







poder  ver  más  claramente  el  posible  entrecruzamiento  de  actividades,  ya  que  la 
resistencia  a  este  herbicida  sólo  se  encuentra  co‐transcrita  con  el  operón  ars1, 
pudiendo así determinar la influencia del represor ArsR2 sobre el promotor Pars1.  
Ambos ensayos, se realizaron en placas de 96 pocillos para todas  las cepas y MM cit 
suplementado  con  uracilo  como  medio  de  cultivo.  En  los  casos  donde  se 
complementaban  mutantes,  se  añadió  Km  al  medio  de  cultivo  para  mantener  el 
plásmido pVLT33 o su derivado con los genes arsR e IPTG para inducir la expresión de 





3.1. Caracterización del  fenotipo de  los mutantes ΔR1,  ΔR2  y  ΔR1ΔR2. Resistencia 
frente  a  As  y  PPT.  Como  se  observa  en  la  Fig.  45  se  pudo  comprobar  que  ambas 
proteínas  ArsR  inhiben  la  expresión  de  los  operones  ars.  Por  un  lado,  cuando  se 




igual  ocurre  frente  a  la  resistencia  a  PPT.  Al  no  existir  ninguna  represión  en  el 








































3.2.  Caracterización  del  fenotipo  de  los  mutantes ΔR1  y ΔR2  complementados. 
Resistencia frente a As y PPT. La Fig. 46  ayuda a corroborar la regulación cruzada de la 

































Fig. 46. Resistencia  frente a:  (A) Arsénico y    (B) PPT de  las distintas  cepas ΔR1  (pVLT33),  ΔR1 





esta ocasión  fue el  fondo ΔR1ΔR2 el que se utilizó para sobreexpresar  los plásmidos  
pVR1  y  pVR2,  así  como  el  control  con  el  plásmido  vacío  pVLT33  (Fig.  47).   De  este 
modo, se pudo comprobar muy claramente el papel represor de cada uno de ellos en 
la  regulación  del  sistema.  Se  observó  una  mayor  sensibilidad  frente  al  arsenito 
(paneles A y C) por parte de las dos cepas donde se sobreexpresaba cada uno de los 2 
represores  transcripcionales  respecto  al  control. Además, en el ensayo  frente  a PPT 













































Fig.  47.  Resistencia  de  las  distintas  cepas  ΔR1ΔR2  (pVLT33),  ΔR1ΔR2  (pVR1)  y  ΔR1ΔR2 
(pVR2) a arsenito (paneles A y C) y PPT (paneles B y D) . Los experimentos se realizaron por 





Por  tanto,  de  todo  este  conjunto  de  análisis  fenotípicos  utilizando  las  distintas 
combinaciones de mutantes y complementaciones existentes se puede concluir que 1) 
tanto ArsR1 como ArsR2 funcionan como  inhibidores de  la expresión de  los operones 
ars en P. putida KT2440 y 2) que ArsR2 es capaz de regular tanto al operón ars1 como 






























Los  microorganismos  han  desarrollado  estrategias  dinámicas  para  enfrentar  la 
toxicidad del arsénico en el ambiente. En este sentido,  la especiación y movilidad de  
este metaloide se encuentra afectada por el metabolismo bacteriano, el cual participa 




asociadas  a  membrana  capaces  de  transferir  electrones  desde/hacia  el  arsénico  
(AoxAB y ArrAB,  respectivamente), es el operón ars el mecanismo más  importante y 
ubicuo en la resistencia a arsénico en bacterias (Paez‐Espino et al., 2009). 
Existen  muchos  tipos  de  configuraciones  genéticas  dentro  de  los  operones  de 
resistencia  a  arsénico.  Como  muestra  la  Fig.  2,  la  gran  mayoría  de  bacterias 
secuenciadas presentan estos agrupamientos ars, y se pueden observar en ellos, todo 
tipo  de  eventos    reorganizativos  tomando  como  modelo  el  operón  de  E.  coli.  Se 
aprecian  inserciones,  deleciones,  translocaciones  e  incluso  duplicaciones  del  núcleo 
central arsRBC. 
P. putida KT2440 posee 2 operones ars (arsRBCH; Canovas et al., 2003), que han sido 
estudiados  en  profundidad  en  el  presente  trabajo,  como  únicos  mecanismos  de 
tolerancia  al metaloide  ya  que,  (i)  cuando  se  realizaron  cepas mutantes  donde  se 
eliminaron  ambos  agrupamientos  genéticos  se  observó  la  hipersensibilidad  de  la 
bacteria frente a las especies químicas de As utilizadas (Fig. 13 y Tabla 8) descartando 
así la implicación de otras ORFs anotadas como ArsC en el genoma y (ii) por homología 










reductasa  ArsC,  con  acoplamiento  a  la  proteína  redox  tiorredoxina  (Fig.  9  y  10, 
respectivamente).  Utilizando  estas  herramientas  in  silico  también  se  consiguió 
observar  el  alto  grado  de  conservación  de  las  proteínas  ArsR,  reguladoras  de  los 
sistemas,  respecto  de  otros miembros  de  la  familia  SmtB/ArsR  (Busenlehner  et  al., 
2003) en sus principales dominios de interés, de unión a ADN y al metal/oide (Fig. 42). 
Los miembros de dicha familia se describen siempre como homodímeros con función 
represora  (Xu et al., 1998), y en  los casos descritos para el operón ars de E. coli,  se 
presenta al As(III) como molécula efectora del sistema (Shi et al., 1996). Por todo ello, 
nuestro primer paso en la descripción de los mecanismos de regulación fue verificar si 
ocurría  lo mismo en P. putida KT2440. En  la caracterización de  las proteínas ArsR,  la 
purificación de  las proteínas de  fusión MBP‐ArsR1 y MBP‐ArsR2 ayudó a  clarificar  la 
conformación  nativa  que  adquieren  in  vivo.  A  través  de  experimentos  de 
ultracentrifugación  analítica  (Fig. 44)  se pudo determinar que ArsR1  y ArsR2  actúan 
como dímeros  tanto en presencia como ausencia de As(III),  siguiendo así  la  regla de 
conformación  de  la  familia  de  reguladores  transcripcionales  a  la  que  pertenecen. A 
través de pretratamientos con las distintas especies químicas de arsénico utilizadas en 
este  trabajo,  también  se evidenció que únicamente  se  aumentaba  la  resistencia del 
organismo en posteriores cultivos cuando se inducía con arsenito (Fig. 11). Otro de los 
interrogantes era saber si los reguladores ArsR podrían actuar a su vez en otros genes 
localizados  fuera  de  los  operones  ars.  En  ese  sentido,  se  determinó  que 
aparentemente,  no  existía  ninguna  región  intergénica  en  el  genoma  de  P.  putida 
KT2440  con  las  características  propias  del  consenso  de  unión  a  ADN  de  SmtB/ArsR 
(Busenlehner  et  al.,  2003),  siendo  así  altamente  improbable  la  actuación  de  estas 
proteínas en otro mecanismo celular diferente (Fig. 41). Sin embargo, la alta identidad 
entre ambos genes arsR1 y arsR2 de P. putida KT2440  (Fig. 8), así como de  la región 





y  complementaciones  con  los  genes  arsR.  Se  estudió  el  fenotipo  obtenido  de  las 




(punto  3.1  del  apartado  Resultados).  De  este  modo,  se  pudo  ver  claramente  que 
ambas proteínas ArsR actuaban como represores de  la expresión génica en P. putida 
KT2440 (Fig. 45, 46 y  47), ya que al eliminar estos segmentos cromosómicos la cepa se 
volvía  más  resistente  al  estar  sobreexpresado  el  resto  del  operón  ars  de  manera 
constitutiva.  Al  complementar  en  trans  con  cada  uno  de  ellos,  de  nuevo  la  cepa 
respondía peor al As (al tener regulación negativa). El fenómeno de regulación cruzada 
también  se  dedujo,  a  partir  de  los  ensayos  fenotípicos  anteriores,  al menos  de  la 
proteína ArsR2 sobre el promotor Pars1, observando cómo la presencia/ausencia de la 




del operón ars) de P. putida KT2440.  La deleción precisa de  cada uno de  los  genes 
arsH1 y arsH2, ocasionó mayor sensibilidad al microorganismo tanto frente a arsenato 
como a arsenito  (Fig. 23). Además,  la expresión heteróloga de estos genes en E. coli 
provocó un aumento en  la resistencia de  la bacteria a ambas especies químicas  (Fig. 
24). Hay que tener en cuenta que si bien, en las condiciones examinadas, el gen arsH1 
evidenció mayor  importancia en  la  tolerancia a  los  iones,  las  temperaturas utilizadas 
siempre  fueron  las óptimas de  crecimiento para  cada especie, en  las que el operón 




para  resolver  la  cuestión. De  este modo, utilizando  ensayos  enzimáticos  a partir de 
extractos celulares de los distintos mutantes realizados, hemos podido demostrar que 
la  actividad  de  las  proteínas  fue  de  NADPH:FMN  oxidorreductasa  (Fig.  22).  Esta 
actividad genera H2O2, molécula que se sabe que es capaz de oxidar las formas tóxicas 
As(III),  MMA(III)  y  DMA(III)  en  sus  respectivas  formas  análogas  +5,  menos  tóxicas 
(Aposhian et al., 2004; Ye et al., 2007).  





N‐acetil  transferasas  y  ha  sido  recientemente  descrita  a  partir  de  una  librería 
metagenómica  de  una  planta  de  tratamiento  de  aguas  en  la  India  (Chauhan  et  al., 
2009). Se pudo ver, por homología de secuencias, que  la  región contigua en sentido 
divergente al operón ars1 y anotada como  intergénica se correspondía con este gen. 
Estudios  in  silico determinaron  la  región promotora de este  segmento  cromosómico 
(Fig. 25) y se pudo demostrar su implicación en la resistencia frente a As(V), de manera 
experimental, únicamente en presencia de  los genes principales del operón ars  (Fig. 
27). El  vínculo  con  la  resistencia a As(V) por parte de ArsN podría deberse al mejor 
mantenimiento del balance redox durante la reducción de arsenato por parte de ArsC 
en P. putida KT2440, ya que esta actividad  implica una disminución de  los niveles de 




hipertolerancia  a  las  formas  arsenato  y  arsenito  (300  y  10 mM,  respectivamente), 
convirtiéndola  en  una  de  las  cepas  estudiadas  hasta  la  fecha  que  soporta mayores 
concentraciones  (Fig.  12,  Tabla  8).  Los  dos  operones  ars  resultaron  ser  funcionales 
(Fig.  13)  e  incluso  se  pudieron  sobreexpresar  en  cepas  de  E.  coli  con  resultados 
positivos (Fig. 14). 
Por tanto, con la particularidad de mostrar dos operones ars en el genoma (es la única 
especie  de  Pseudomonas  con  esa  característica)  y  poseer  una  elevada  tolerancia  al 
metaloide,  P.  putida  KT2440  presenta  unos  sistemas  de  resistencia  a  arsénico  que 
siguen fielmente los mecanismos mayoritarios establecidos en el mundo microbiano.  
 













Pudo  comprobarse  (Fig.  16)  que  el  operón  ars1  se  encuentra  en  una  zona  con 
características atípicas del genoma respecto al contenido en GC y al IAC (Weinel et al., 
2002). Dicha región, de 62 kb de longitud, se encuentra interrumpiendo el gen esencial 
tmk  (perfectamente  conservado  en otras  cepas de P. putida),  y presenta diferentes 
elementos  móviles  (como  recombinasas  específicas  e  integrasas  de  fagos)  que 
evidencian  un  evento  de  transferencia  horizontal  para  este  segmento  (Tabla  12, 
ANEXO I). 
La  redundancia  genética,  como  se describió en el punto 2 de  la  Introducción,  suele 
estar  asociada  a 3  fenómenos principales;  (i) duplicación  génica,  (ii) paralogía  y  (iii) 











Pero, para el caso de  los operones ars, el  fenómeno que mejor  respondería a  la co‐








Tras  estudiar  la  respuesta  a  arsénico  de  P.  putida  KT2440  y  utilizando  2  de  los 













de  identidad  en base  a  la  longitud de  secuencia.  Según  el  criterio de 
paralogía  utilizado  (30  %  identidad  y  70  %  de  longitud  respecto  a  la 
secuencia  más  corta),  existen  alrededor  de  1500  genes  putativos 






Un dato  a  tener en  cuenta  fue  la diferencia en  la  transcripción de  ambos operones 
ecoparálogos  bajo  las  diversas  condiciones  del  parámetro  ecológico  que  los 









a  la comprensión de  la  redundancia genética en  la adaptación ambiental bacteriana. 
Actualmente, los modelos evolutivos existentes tras un evento de duplicación, indican 
que  este  acontecimiento  no  tiene  ningún  efecto  en  el  fitness  bacteriano  (Francino, 
2005),  a  no  ser  que  las  duplicaciones  conlleven  nuevas  funciones  que  puedan  ser 
seleccionadas  de manera  positiva  desde  su  inicio.  El  desarrollo  de  la  nueva  función 
comenzaría con la amplificación de los genes con un cierto nivel de preadaptation para 
la  labor  determinada,  seguida  por  un  período  de  evolución  competitiva  entre  las 
copias  génicas,  lo  que  resultaría  en  el mantenimiento  de  la  variante más  eficaz,  la 
pseudogenización y la eventual pérdida del resto (Francino, 2005). 
El ejemplo que describimos en el presente trabajo, caracterizado experimentalmente 
en  P.  putida  KT2440,  presentó  el  mantenimiento  de  ambos  mecanismos  ars  de 











un  gen  potencialmente  interesante,  descrito  como  integrante  del  operón  ars  de 






interés  comercial  (Schwartz  et  al.,  2004)  y  un  marcador  de  selección  para  gran 
cantidad de plantas transgénicas (Lutz et al., 2001). 
Se sabía que P. putida KT2440 es un organismo con elevada capacidad para resistir a la 












detoxificación  (Ramos  et al., 1991),  aunque  los  genes  correspondientes no han  sido 
aún asignados. 
Respecto a los genes individuales se pudo comprobar que la actividad de phoN1 estaba 
sujeta  a  la  presencia  de  As(III)  en  el  medio  ya  que,  cuando  se  presentaban 
concentraciones del metaloide, subinhibitorias para P. putida KT2440 (1 mM), la cepa 
era capaz de alcanzar niveles de tolerancia a PPT muy elevados (Fig. 30). Se demostró 
que  el mecanismo  de  acción  de  la  proteína  PhoN1  era  la  conversión  de  PPT  en  su 
derivado acetilado (N‐acetil PPT) a través de ensayos enzimáticos in vitro (Fig. 36).  
Para  el  caso  de  phoN2,  la  búsqueda  bibliográfica  y  el  análisis  filogenético  llevó  a 
asociarlo  con  los  genes  PA_4866  y  ACIAD1637  de  P.  aeruginosa  y  A.  baylyi  ADP1, 
respectivamente (Davies et al., 2007; Davies et al., 2009). Las proteínas que codifican 
en  estos microorganismos,  aún  estando  cristalizadas  y  anotadas  como  PPT‐N‐acetil 




diferentes  experimentos  frente  a  ambos  tóxicos  en  P.  putida  KT2440  utilizando  los 





de  los  sustratos,  siendo éstos prácticamente  iguales a nivel de estructura, química y 
función, ambos inhiben la GS (Gill y Eisenberg, 2001). La única diferencia entre los dos 
compuestos estriba en que mientras en MetSox se presenta un átomo de azufre y un 
nitrógeno protonado,  la PPT  contiene un  fósforo y un grupo hidroxilo. Sin embargo, 
cuando se revisa el centro activo de ambas proteínas se observa que para el caso de 
phoN1 no se encuentran conservados los residuos clave identificados en la interacción 





Pero más  allá  de  los  diferentes mecanismos  de  resistencia  que muestra  P.  putida 
KT2440 ante estas moléculas herbicidas, se encuentra el hecho de que el gen phoN1 
presente una  regulación dependiente de  la presencia de  arsénico, un  contaminante 
ambiental.  
Como  otro  ejemplo  hay  que  mencionar  que,  en  trabajos  previos,  también  se  ha 
descrito  la presencia de arsénico como un agente capaz de co‐activar la expresión de 
genes catabólicos de la biodegradación de m‐xileno a través del plásmido TOL (pWW0) 
de  P.  putida  (Velazquez  et  al.,  2006),  desconociendo  el modo  de  acción.  Por  tanto 
podría decirse que el As ambiental no sólo constituye un agente perjudicial/tóxico para 
















datos  sobre  la  resistencia  a  arsénico  en  las  bacterias  del  suelo  y  su  significado 































arsénico,  localizados  en  distintas  regiones  del  genoma,  inducibles  por  As(III)    y 
constituidos  por:  un  regulador  transcripcional  (arsR),  una  bomba  de  extrusión  de 
arsenito (tipo ArsB), una arsenato reductasa dependiente de tiorredoxina (ArsC) y una 
proteína  de  óxido‐reducción  NADPH:FMN    (ArsH).  Asimismo  el  operón  ars1  de  P. 
putida KT2440  lleva asociados 3 genes más (una monooxigenasa, una fosfatasa y una 
PPT‐N‐acetil transferasa) regulados por arsR desde el promotor Pars1. 
2.    La  adquisición  del  operón  ars1  de  P.  putida  KT2440  se  debe  a  un  proceso  de 
tranferencia horizontal. 
3.    Los  operones  ars1  y  ars2  de  P.  putida  KT2440  son  ecoparálogos,  siendo  la 








4.    P.  putida  KT2440  presenta  una  elevada  resistencia  a  arsénico  en  sus  formas 





arsH1  y  arsH2  (constituyentes  de  los  operones  ars)  capaces  de  otorgar  mayor 














ars  de  P.  putida  KT2440  es  dimérica. Ambos  reguladores  presentan  aparentemente 
una elevada afinidad de unión a las zonas operadoras correspondientes y actúan como 





































































































































































































































































































































































































































































































































Como  se  puede  deducir  de  la  Tabla  11,  las  especies  inorgánicas  de  arsénico 




























































Los  análisis  filogenéticos  y  de  secuencia  de  genes  homólogos  a  arsN,  arsT  y  arsO 
encontrados in silico por BLAST, demuestran la distribución de éstos en muchos otros 
genomas  bacterianos.  En  la  Fig.  49  se  muestran  un  ejemplo  de  microorganismos 




















arsR arsB arsC arsH arsN arsAarsM arsTarsQ dioxigenasa
 








ars2  así  como  los  genes arsH1, arsH2, arsR1, arsR2, phoN1  y phoN2,  se  elaboraron 
siguiendo  el  procedimiento  descrito  en  el  punto  6.5.2  del  apartado  Materiales  y 
Métodos.  Para el caso de las cepas mutantes dobles Δars1Δars2, ΔH1ΔH2, ΔR1ΔR2 y 












caso de  la  correcta eliminación del operón ars1. Para  verificar  la deleción Δars2,  se 



































1 2 3 4 5 6  
Fig. 50.  Confirmación por PCR de la obtención de mutantes de 
deleción de  los operones ars1  y ars2.  En  los  carriles  2  y  5  se 
utilizó  el  par  de  oligos  de  amplificación  de  la  región  ars1UD 
(regiones  Up  y  Down  del  operón  ars1) 
oFWDArs1Up/oRVSArs1Down.  En  los  carriles  3  y  6,  el  par  de 
oligos  utilizado  fue  oFWDArs2Up/oRVSArs2Down,  que 
amplifican a ars2. Los carriles 1 y 4 son el marcador de 500 pares 
de  bases.  (A)  mutantes  simples  Δars1  y  Δars2.  (B)  doble 








Con  el  fin  de  poder  caracterizar  si  los  genes  arsH  de  P.  putida  KT2440  estaban 
involucrados en procesos de resistencia a arsénico se procedió a delecionar de manera 






























terminación del mismo  gen,  respetando el  correspondiente promotor putativo Pars.  
Para  la  identificación  de  las  cepas  delecionadas  se  realizó  una  reacción  de  PCR  de 





N‐acetiltransferasas  en  el  genoma  de  P.  putida  KT2440  (genes  phoN1  y  phoN2),  se 
eliminaron  los mismos de manera precisa del cromosoma. En  la  identificación de  las 
deleciones correctas se utilizaron reacciones de PCR de colonias con los pares de oligos 
oFWDPPT1Up/oRVSPPT1Down  y  oFWDPPT2Up/oRVSPPT2Down  para  ΔphoN1  y  
ΔphoN2,  respectivamente.  Ambos  pares  de  oligos  flanquean  los  sitios  de  interés  y 























respecto  a  la  cepa  silvestre  TEC1.  Se  utilizaron  los  oligos 
oRVSArs1  y oFWDB1  (oligosR1) para  verificar  la deleción  en 
arsR1  (carriles  1,3,5,7,9).  En  el  caso  de  arsR2  los  oligos 
empleados fueron oRVSArs2Down y oRVSB2 (oligos R2) en los 












Fig. 53.  Confirmación  por  PCR  de  la  obtención  de 
mutantes de deleción de los genes phoN1 y phoN2. 
En  los  carriles  1,  y  3  se  utilizaron  el  par  de  oligos 
oFWDPPT1Up  /  oRVSPPT1Down  y  oFWDPPT2Up  / 
oRVSPPT2Down que amplifican  las regiones PPT1UD 
y PPT2UD, respectivamente. El carril 2 corresponde al 
marcador  λBstEII.  La  cepa  doble mutante  presenta 
los mismos resultados que cada uno de los mutantes 






el  caso  de  pUCPArsN,  el  procedimiento  se  detalla  en  6.5.4  del mismo  apartado.  Se 
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Fig. 54. Comprobación de la clonación de los operones ars1 y ars2 de P. putida 
KT2440  en  pVCl1  y  pVCl2,  respectivamente.  Se  utilizó  el  vector  vacío  como 
control negativo  (carriles 3 y 5). Para  la doble digestión se usó EcoRI y HindIII 









promotoras),  se  utilizaron  los  plásmidos  pGEMT‐Easy  como  vectores  de  clonación, 
siguiendo  las  recomendaciones  del  fabricante.  Se  obtuvieron  así  pGCl1  y  pGCl2, 
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Fig. 55.  Comprobación de  la  clonación  de 
los  operones  ars1  y  ars2  de  P.  putida 
KT2440  en  pGCl1  y  pGCl2, 
respectivamente.  Se utilizó el  vector  vacío 
pGemT‐Easy  como  control  negativo  (carril 






Con el  fin de poder  complementar a  las mutaciones en  los genes arsH de P. putida 
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Fig. 56. Amplificación de los genes arsH1 y arsH2
de P. putida KT2440 clonados en pVH1 y pVH2, 
respectivamente.  Se  utilizó  el  vector  vacío 
(pVLT33)  como  control  negativo  de  la  reacción 
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Fig. 57.  Amplificación  de  los genes 
reguladores arsR1 y arsR2 de P. putida 
KT2440  clonados  en  pVR1  y  pVR2, 
respectivamente.  Se  utilizó  el  vector 
vacío  como  control  negativo  de  la 
reacción (carril 4). Para amplificar arsR1 
(carril  2)  se  usó  la  pareja  de  oligos 
oFWDR1 y oRVSR1. En el caso de arsR2, 
(carril  3)  fue  oFWDR2  y  RVSR2  el  par 
utilizado.  En  el  carril  1  se  muestra  el 
marcador λBstEII. 
4.5.  Plásmidos pVPPT1 y pVPPT2 
Estas construcciones se elaboraron  los a través de  la clonación de  los genes phoN1 y 



















Fig. 58.  Amplificación  de  los  genes 
phoN1 y phoN2 de P. putida KT2440 
clonados  en  pVPPT1  y  pVPPT2, 
respectivamente. Se utilizó el vector 
vacío  como  control  negativo  de  la 
reacción  (carril  2).  Para  amplificar 
phoN1  (carril  1)  se  usó  la  pareja  de 
oligos oFWDPPT1  y oRVSPPT1.  En  el 
caso  de  phoN2,  (carril  3)  fue 

















Fig. 59. Amplificación de arsN a 
partir del vector pUCP‐ArsN. El 
carril 1 muestra la banda con el 
tamaño  correcto.  En  el  carril  2 






Δars2 con pVCl1 y pVCl2   
Una vez realizadas las deleciones de los operones ars de P. putida KT2440 y estudiado 
su  fenotipo,  se  complementaron  con  los  correspondientes  plásmidos  para  ver  la 
recuperación  funcional  de  los  mecanismos  eliminados.  De  este  modo,  se 
transformaron  las  cepas  Δars1  y  Δars2  con  los  vectores  pVCl1  y  pVCl2, 
respectivamente.  Se  pudo  observar,  como  indica  la  Fig.  60,  que  las  cepas  ahora 
complementadas  presentan  resistencia  frente  a  las  formas  de  arsénico  estudiadas 
incluso  mayores  a  las  del  microorganismo  silvestre  (muy  posiblemente  como 
consecuencia de la presencia de un mayor número de copias de los operones). Para la 
sobreexpresión  se  indujeron  los  sistemas  utilizando  1 mM  de  IPTG,  creciendo  a  las 













Fig. 60. Ensayo en placa de  resistencia a As(V) y As(III) de  los mutantes ars 
complementados. Se puede comprobar la tolerancia frente a As(V) y As(III) de 
las  cepas  de  P.  putida  KT2440,  (A)  TEC1  (pVLT33)  Δars1  (pVLT33)  y  Δars1 
(pVCl1)  y  (B)    TEC1  (pVLT33)  Δars2  (pVLT33)  y  Δars2  (pVCl2)  a  las 
concentraciones  indicadas.  Las gotas mostradas  tenían un volumen de 8 μl y  
representan  distintas  diluciones  seriadas  (de  izquierda  a  derecha:  106,  105  y  
104  células/ml).  Los  controles  se  realizaron  sobre  placas  de  LB  agar Ura  Km 
IPTG. En morado se resalta  la recuperación del fenotipo  de P. putida KT2440. 













































































































(B)  lo hacen  frente a As(III). El medio de cultivo estaba constituido por  LB U NaCl  (0,4 M).  Los 




















aplicación  Codon  Usage  Display  del  software  TIGR  (©  J.  Craig  Venter 
Institute, http://cmr.jcvi.org/). 
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